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Zytotoxische T-Zellepitope des Papillomavirus Ll-Proteins und ihre Ver- 
5 wendung in Diagnostik und Therapie 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Papillomavirus T-Zeli-Epitop mit einer 
Aminosauresequenz AQIFNKPYW, AGVDNRECI, und/oder eine funktionell 
10 aktive Variante davon, sowie ihre Verwendung in Diagnostik und Therapie. 

Die Papillomviren, auch Warzenviren genannt, sind doppelstrangige DNA-Viren 
mit einer GenomgroBe von etwa 8000 Basenpaaren und einem Ekosaeder- 
formigen Kapsid mit einem Durchmesser von ca. 55 nm. Bis heute sind mehr als 
15 100 verschiedene humanpathogene Papillomavirustypen (HPV) bekannt, von de- 
nen einige, z.B. HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-39, HPV-45, HPV-52 
oder HPV-58, bosartige Tumore und andere, z.B. HPV-6, HPV-1 1 oder HPV-42 
gutartige Tumore verursachen konnen. 

20 Das Genom der Papillomaviren lafit sich in drei Bereiche unterteilen: Der erste 
Bereich betrifft eine nicht-kodierende Region, die Regulationselemente flir die 
Transkription und Replikation des Virus enthalt. Die zweite Region, sogenannte 
E-(Early)Region enthalt verschiedene Protein-kodierende Abschnitte E1-E7, von 
denen z.B. das E6- und das E7-Protein flir die Transformation von Epithelzellen 

25 verantwortlich sind und das El -Protein die DNA-Kopienzahl kontrolliert. Bei der 
E6- und E7-Region handelt es sich um sogenannte Onkogene, die auch in bosartig 
entarteten Zellen exprimiert werden. Die dritte Region, auch L-(Late)Region ge- 
nannt, enthalt zwei Protein-kodierende Abschnitte LI und L2, die flir Struktur- 
komponenten des Viruskapsids kodieren. Das LI -Protein ist zu uber 90% im vi- 
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ralen Kapsid vorhanden, wobei das Verhaltnis von L1:L2 im allgemeinen 30:1 ist. 
Unter dem Begriff LI -Protein versteht man im Sinne der vorliegenden Erfindung 
das Hauptkapsid Protein der Papillomaviren (Baker T. et al. (1991) Biophys. J. 
60, 1445). 

5 

In iiber 50% der Falle wird HPV-16 mit Gebarmutterhalskrebs (Cervixcarcinom) 
in Verbindung gebracht. HPV-16 ist der Hauptrisikofaktor fur die Ausbildung von 
cervicalen Neoplasien. Das Immunsystem spielt eine wichtige Rolle beim Fort- 
schreiten der Krankheit. So sind vermutlich zellulare Immunantworten und insbe- 

10 sondere Antigen-spezifische T-Lymphozyten wichtig fur den Abwehrmechanis- 
mus. Es wuvcv;: weiterhin gefunden, daB in hochgradig malign en cervicalen intra- 
epithelialen Neoplasien (CIN II/III) und cervicalen Tumoren das E7-Gen konsti- 
tutiv in alien Schichten des infizierten Epithels exprimiert wird. Daher wird vor 
allem das E7-Protein als potentielles Tumorantigen und als Zielmolekiil fur akti- 

15 vierte T-Zellen betrachtet (siehe z.B. WO 93/20844). Die E7-induzierte zellulare 
Immunantwort im Patienten ist aber anscheinend nicht stark genug, urn den 
Krankheitsverlauf zu beeinflussen. Die Immunantwort kann eventuell durch ge- 
eignete Impfstoffe verstarkt werden. 

20 Es konnte gezeigt werden, daB die Expression des LI -Gens bzw. die Coexpressi- 
on des LI- und L2-Gens zur Bildung von Capsomeren, stabilen Capsomeren, 
Capsiden oder Virus-ahnliche Partikel (VLPs fur virus-like particle) fuhren kann 
(siehe z.B. WO 93/02184, WO 94/20137 oder WO 94/05792). Unter Capsomeren 
versteht man eine oligomere ^Configuration, die aus fiinf Ll-Proteinen aufgebaut 

25 ist. Das Capsomer ist der Grundbaustein, aus denen virale Capside aufgebaut sind. 
Unter stabilen Capsomeren versteht man Capsomere, die nicht dazu in der Lage 
sind sich zu Capsiden zusammenzusetzen. Unter Capsiden versteht man die Hiille 
des Papillomavirus, die beispielsweise aus 72 Capsomeren zusammengesetzt ist 
(Baker T. et al. (1991) Biophys. J. 60, 1445). Unter VLP versteht man ein Capsid, 

30 das morphologisch und in seiner Antigenitat einem intakten Virus gleicht. Die 
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VLPs konnten zur Auslosung einer humoralen Immunantwort, die durch Bildung 
von neutralisierenden Antikorpern charakterisiert ist, in verschiedenen tierischen 
Systemen verwendet werden. Die Bildung von virus-neutralisierenden Antikor- 
pern gegen LI- und/oder L2-Protein ist jedoch von geringerer klinischer Bedeu- 

5 tung, wenn die Virusinfektion bereits stattgefunden hat, da ftir die Eliminierung 
virus-infizierter Zellen keine Antikorper, sondern eine virus-spezifische zytotoxi- 
sche T-Zell-(CTL)-Antwort notwendig zu sein scheint. Und obwohl VLPs in der 
Lage sind eine zytotoxische T-Zell-Antwort auszuldsen, scheint eine ausschlieB- 
lich gegen die Kapsidproteine LI und/oder L2 gerichtete Immunantwort nicht zur 

10 Bekampfung eines durch Papillomaviren bedingten Tumors geeignet. 

Es vvurden daher sogenannte chimare Papillomavirus-ahnliche Partikel (CVLPs 
fur chimeric virus-like particle) entwickelt, die aus einem Fusionsprotein des 
Kapsidproteins LI und des potentiellen Tumorantigen E7 bestehen (WO 96/1 1272 

15 und Miiller, M. et al. (1997) Virology, 234, 93). Die CVLPs losten nur im gerin- 
gen MaBe eine gegen das E7-Protein gerichtete humorale Immunantwort aus 
(Muller, M. et al. (1997), supra). Einige der getesteten CVLPs induzieren jedoch 
tatsachlich die erwunschte E7-spezifische zytotoxische T-Zellantwort in Mausen 
(siehe auch Peng S. et al. (1998) Virology 240,147-57). CVLPs sind dadurch so- 

20 wohl fur die Entwicklung eines Impfstoffes als auch fur die Behandlung bereits 
bestehender Infektionen und daraus resultierender Tumore interessant, da die uber 
MHC-Molekule der Klasse I-prasentierten E7-Peptide von Tumorzellen Zielmo- 
lekiile von zytotoxischen T-Zellen darstellen wiirden. 

25 Einem Impfstoff bestehend aus CVLPs liegt das Prinzip der Pseudoinfektion der 
Zellen durch die CVLPs zugrunde. Dies bedeutet, daB die CVLPs wie Viren in die 
Zelle gelangen, dort zu Peptiden prozessiert werden, die Peptide auf MHC-Klasse 
I und II-Molekule geladen werden und letztendlich CD8- bzw. CD4-positiven T- 
Zellen prasentiert werden. CD8-Zellen konnen als Folge dieser Stimulation zu 

30 zytotoxischen T-Zellen differenzieren und dann eine zellulare Immunantwort be- 
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wirken, CD4-Zellen hingegen entwickeln sich zu T-Helferzellen und stimulieren 
B-Zellen zu einer humoralen oder CD8-positive T-Zellen zu einer zytotoxischen 
Immunantwort und konnen selbst die Lyse von infizierten Zellen induzieren. 

5 Kleine Peptide konnen bereits auf der Zelloberflache an MHC-Klasse I-Molekule 
binden und dann ohne vveitere Prozessierung CDS- oder CD4-positive Zellen zu 
einer zellularen Immunantwort stimulieren. Ein bestimmtes Peptid kann jedoch 
nur durch bestimmte MHC-Molekule gebunden werden. Durch den groBen Poly- 
morphismus der MHC-Molekule in naturlichen Populationen kann deshalb ein 

10 bestimmtes Peptid lediglich durch einen kleinen Teil einer Population gebunden 
und prasentiert werden. Unter Presentation im Sinne der vorliegenden Erfindung 
wird verstanden, wenn ein Peptid oder Proteinfragment an ein MHC-Molekul 
bindet, wobei diese Bindung beispielsweise im endoplasmatischen Retikulum, im 
extrazellularen Raum, den Endosomen, Proendosomen, Lysosomen oder Protyso- 

15 somen, stattfinden kann, und wenn dann dieser MHC-Molekiil-Peptid-Komplex 
auf der extrazellularen Seite der Zellmembran gebunden ist, so daC er durch Im- 
munzellen spezifisch erkannt werden kann. 

Da CVLPs sowohl eine zellulare als auch humorale Immunantwort auslosen und 
20 nicht MHC-restringiert sind, eignet sich diese Technologie generell zur Entwick- 
lung von Impfstoffen, indem die Fahigkeit zur Partikelbildung durch einen Ll- 
Anteil zur Verftigung gestellt wird und ein zusatzlicher Antigenanteil an diesen 
Ll-Anteil fusioniert wird. 

25 Bei der Entwicklung derartiger CVLPs ist es unbedingt notwendig, ein funktio- 
nelles Testsystem zur Verfugung zu haben, mit dem man direkt die Immunogeni- 
tat von CVLPs untersuchen kann. Ein derartiges Testsystem sollte die Eigenschaft 
besitzen, da£ CVLPs mit unterschiedlichen Antigenanteilen mit demselben Test- 
system untersucht werden konnen. Da fur immunologische Therapieverfahren von 
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Tumoren oder Viruserkrankungen die zellulare Immunantwort von entscheidender 
Bedeutung ist, stellte sich die Aufgabe, die durch CVLPs hervorgerufene zellulare 
Immunantwort meBbar zu machen. 

5 Die Losung dieser Aufgabe gelang durch die Identifikation von T-Zell-Epitopen, 
die in Verbindung mit MHC-Molekulen, in einer besonderen Ausfuhrungsfoim 
mit (H2-D b ) MHC-Molekiilen in vivo und in vitro beispielsweise eine zytotoxi- 
sche T-Zellantwort auslosen. Diese Peptide haben vorzugsweise die Sequenz 
AQIFNKPYW oder AGVDNRECI. Diese Sequenzen sind Bestandteil des Ll- 
10 Peptid des HPV16. Sie umfassen die Aminosaurebereiche 330 bis 338 (LI330-338) 
bzw. 165 bis 173 (LI 165-173)- 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher ein T-Zell-Epitop mit einer Aminosaure- 
sequenz AQIFNKPYW, AGVDNRECI, und/oder eine funktionell aktive Variante 
1 5 davon. 

Unter einer funktionell aktiven Variante von AQIFNKPYW oder AGVDNRECI 
versteht man ein T-Zell-Epitop, das in einem T-Zell-Zyictoxizitats-Testsystem 
(siehe beispielsweise Beispiele 2-5 der vorliegenden Erfindung) eine, an der 
20 Zytotoxizitat von AQIFNKPYW oder AGVDNRECI gemessene Zytotoxizitat 
besitzt, die mindestens der Summe aus dem Mittelwert der Negativkontrollen und 
der dreifachen Standardabweichung entspricht, vorzugsweise von mindestens ca. 
30%, insbesondere mindestens ca. 50% und in besonders bevorzugter Weise von 
mindestens ca. 80%. 



Eine bevorzugte Variante ist beispielsweise ein T-Zell-Epitop mit einer Sequenz- 
homologie zu AQIFNKPYW oder AGVDNRECI von mindestens ca. 65%, vor- 
zugsweise mindestens ca. 75% und insbesondere mindestens ca. 85% auf Ami- 



25 



WO 00/73464 




PCT/EP00/05005 



-6- 

nosaureebene. Andere bevorzugte Varianten sind auch T-Zell-Epitope, die eine 
strukturelle Homologie zu AQIFNKPYW oder AGVDNRECI haben. Solche 
Epitope konnen aufgefunden werden, indem man gegen die T-Zell-Epitope 
AQIFNKPYW, AGVDNRECI spezifische T-Zellen generiert (DeBruijn M.L. et 

5 al. (1991) Eur. J. Immunol. 21, 2963-70; und DeBruijn M.L. (1992) Eur. J. Im- 
munol. 22, 3013-20) und beispielsweise synthetisch hergestellte Peptide nach 
Wahl auf Erkennung durch die peptidspezifischen T-Zeilen getestet werden (siehe 
Beispiele). Insbesondere werden unter T-Zellepitopen zytotoxische T-Zellepitope 
verstanden. Es sind jedoch auch nicht zytotoxische T-Zellen bekannt, die eben- 

10 falls MHC I-Molekule erkennen konnen, so daB auch nicht-zytotoxische T- 
Zellepitope als Variante von der vorliegenden Erfindung umfaBt sind. 

Eine andere Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist ein T-Zell-Epitop, 
das Teil einer Verbindung ist, wobei die Verbindung kein naturlich vorkommen- 

15 des LI Protein eines Papillomavirus und keine ausschlieBlich N-terminale oder 
ausschlieBlich C-terminale Deletionsmutante eines naturlich vorkommenden LI 
Proteins eines Papillomavirus ist. In einer besonderen Ausfiihrungsform kann ein 
T-Zell-Epitop mit einer Aminosauresequenz AQIFNKPYW, AGVDNRECI, 
und/oder eine funktionell aktive Variante in einem LI -Protein eines anderen Pa- 

20 pillomavirus oder in einem chimaren LI -Protein, beispielsweise einem 
HPV18LlE7-Fusionsprotein, enthalten sein. Eine solche erfindungsgemafie Ver- 
bindung kann die Fahigkeit zur Bildung von CVLPs besitzen. 

Vorzugsweise kann das genannte T-Zell-Epitop als Teil einer Verbindung ein 
25 Polyp eptid, das in bevorzugter Weise weitere Aminosauresequenzen enthalt, ins- 
besondere ein Fusionsprotein sein. Insbesondere kann die Verbindung ein Poly- 
peptid von mindestens ca. 50 Aminosauren, vorzugsweise von mindestens ca. 35 
Aminosauren, insbesondere von mindestens ca. 20 Aminosauren und in besonders 
bevorzugter Weise von mindestens ca. 9 Aminosauren Lange sein. 
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Um die Verbindung zu detektieren oder in ihrer Aktivitat der Bindung an T-Zellen 
zu modifizieren, kann sie eine chemische, radioaktive Isotopen-, nicht radioaktive 
Isotopen-, und/oder Fluoreszensmarkierung des T-Zell-Epitops und/oder des ge- 
5 nannten Fusionsproteins enthalten. 

Beispiele von dem Fachmann bekannten chemischen Substanzen, die sich fiir eine 
erfindungsgemafie chemische Markierung eignen, sind: Biotin, FITC (Fluorescei- 
nisothiocyanat) oder Streptavidin. 

10 

Eine mogliche Ausfiihrungsform ist, daC ein Peptid derart modifiziert wird, daB es 
mindestens ein Lysin enthalt. An dieses Lysin wird in der dem Fachmann be- 
kannter Weise Biotin oder FITC (fluorescin isothiocyanat) gekoppelt. Ein derartig 
modifiziertes Peptid wird an ein entsprechendes MHC-Moleklil oder an eine Zelle 
15 mit entsprechenden MHC-Molekulen gebunden. Daraufhin kann das Peptid uber 
markiertes Avidin oder Streptavidin bzw. direkt uber die Fluoreszenz des FITC 
nachgewiesen werden. 

Beispiele von dem Fachmann bekannten Isotopen, die sich fur eine erfindungs- 
20 gemaBe radioaktive Isotopenmarkierung eignen, sind: 3 H, i2:, I, l31 I, 32 P, 33 P oder 
,4 C. 

Beispiele von dem Fachmann bekannten Isotopen, die sich fur eine erfindungs- 
gemaBe nicht radioaktive Isotopenmarkierung eignen, sind: 2 H oder 13 C. 

25 

Beispiele von dem Fachmann bekannten fluoreszierenden Substanzen, die sich fiir 
eine erfindungsgemaBe Fluoreszensmarkierung eignen, sind: 152 Eu, Fluoresceini- 
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sothiocyanat, Rhodamin, Phycoerythrin, Phycocyanin, Allophycocyanin, o- 
Phtaldehyd oder Fluorescamin. 

Dem Fachmann sind weitere hier nicht aufgeflihrte Markierung bekannt, die auch 
5 im Sinne dieser Erfindung zur Markierung eingesetzt werden konnen. 

Beispiele von dem Fachmann bekannten erfindungsgemaBen chemischen Modifi- 
kationen sind die Ubertragung von Acetyl-, Phosphat-, und/oder Monosacharid- 
gruppen 

10 

Erfindungsgemafle Polypeptide mit einer Aminosaurelange von ca. 50 konnen 
beispielsweise durch eine chemische Peptidsynthese hergestellt werden. Langere 
Polypetide werden vorzugsweise gentechnisch erzeugt. Ein weiterer Gegenstand 
der vorliegenden Erfindung ist daher ein Nukleinsaurekonstrukt zur Expression 

15 des genannten T-Zell-Epitops oder der Verbindungen, das folgende Komponenten 
enthalt: (a) mindestens ein regulatorisches Element und (b) mindestens eine Nu- 
kleinsaure, die fur eine Aminosauresequenz der erfindungsgemaBen Verbindung 
kodiert. Das genannte Nukleinsaurekonstrukt ist vorzugsweise aus DNA oder 
RNA. Geeignete regulatorische Elemente erlauben beispielsweise die konstitutive, 

20 regulierbare, gewebsspezifische, zellzyklusspezifische oder metabolischspezifi- 
sche Expression in eukaryotischen Zellen oder die konstitutive, metabolischspezi- 
fische oder regulierbare Expression in prokaryotischen Zellen. Regulierbare Ele- 
mente gemaB der vorliegenden Erfindung sind Promotoren, Aktivatorsequenzen, 
Enhancer, Silencer, und/oder Repressorsequenzen. 

25 

Beispiele fur geeignete regulierbare Elemente, die konstitutive Expression in Eu- 
karyoten ermoglichen sind Promotoren die von der RNA Polymerase III erkannt 
werden oder virale Promotoren, wie CMV-Enhancer, CMV-Promotor, SV40 



WO 00/73464 




PCT/EP00/05005 



-9- 

Promotor und virale Promotor-und Aktivatorsequenzen, abgeleitet aus beispiels- 
weise HBV, HCV, HSV, HPV, EBV HTLV oder HIV. 

Beispiele fur regulierbare Elemente, die regulierbare Expression in Eukaryoten 
5 ermoglichen sind der Tetrazyklinoperator in Kombination mit einem entsprechen- 
den Repressor (Gossen M. et al (1994) Curr. Opin. Biotechnol. 5, 516-20). 

Beispiele fur regulierbare Elemente, die gewebsspezifische Expression in Euka- 
ryoten ermoglichen sind Promotoren oder Aktivatorsequenzen aus Promotoren 
10 oder Enhancern von solchen Genen, die fur Proteine kodieren, die nur in be- 
stimmten Zelltypen exprimiert werden. 

Beispiele flir regulierbare Elemente, die zellzyklusspezifische Expression in Euka- 
ryoten ermoglichen sind die Promotoren der folgenden Gene: cdc25C, Cyclin A, 
15 Cyclin E, cdc2, E2F, B-myb oder DHFR (Zwicker J. und Muller R. (1997) Trends 
Genet. 13, 3-6). 

Beispiele fur regulierbare Elemente, die metabolisch spezifische Expression in 
Eukaryoten ermoglichen sind Promotoren, die durch Hypoxie, durch Glucose- 
20 mangel, durch Phosphatkonzentration oder durch Hitzeschock reguliert werden. 

Urn die Einfuhrung der genannten Nukleinsaure und damit die Expression des 
Polypeptids in einer eu- oder prokaryotischen Zelle durch Transfektion, Trans- 
formation oder Infektion zu ermoglichen, kann die Nukleinsaure als Plasmid, als 
25 Teil eines viralen, oder nicht viralen Vektors vorliegen. Ein weiterer Gegenstand 
der vorliegenden Erfindung ist deshalb ein Vektor, insbesondere ein Expressions- 
vektor, der eine Nukleinsaure codierend fiir ein erfindungsgemaBes Polypeptid 
enthait. Als virale Vektoren eignen sich hierbei besonders: Baculoviren, Vakzi- 
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niaviren, Adenoviren, adenoassoziierte Viren und Herpesviren. Als nicht virale 
Vektoren eignen sich hierbei besonders: Virosomen, Liposomen, kationische Li- 
pide, oder Poiy-Lysin konjugierte DNA. 

5 Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Zelle, die minde- 
stens ein T-Zell-Epitop enthalt, vorzugsweise prasentiert. In einer besonderen 
Ausfuhrungsform wird die Zelle durch einen der genannten Vektoren transfiziert, 
transformiert oder infiziert. Diese Zelle exprimiert unter dem Fachmann bekann- 
ten Bedingungen, die zur Aktivierung der jeweils verwendeten regulierbaren Ele- 

10 mente fiihren, das erfindungsgemafie Polypeptid. Das Polypeptid kann dann aus 
dieser Zelle i : liert und z.B. unter Verwendung einer der oben genannten Markie- 
rungen aufgereinigt werden. Zur gentechnischen Herstellung und anschlieBenden 
Aufreinigung der exprimierten, erfindungsgemaBen Verbindungen eignen sich 
prokaryotische und eukaryotische Zellen, insbesondere Bakterienzellen wie bei- 

15 spielsvveise E. coli, Hefezellen wie beispielsweise S. cerevisiae, Insekten Zellen 
wie beispielsweise Spodoptera frugiperda Zellen (Sf-9) oder Trichopiusia ni Zel- 
len oder Saugerzellen wie beispielsweise COS-Zellen oder HeLa-Zellen. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform ist es, die Zelle, die das erfindungsgernaBe 
20 Polypeptide exprimiert, selbst zu verwenden, wobei in einer besonders bevorzug- 
ten Ausfuhrungsform die Zelle Teile das erfindungsgemaBen Polypeptids uber 
MHC-1 Molekiile auf der Zelloberflache prasentiert. Fur die Herstellung einer 
erfindungsgemaBen Zelle sind Antigen-prasentierende Zellen wie beispielsweise 
B-Zellen, Makrophagen, Dendritischen Zellen, embryonalen Zellen oder Fibro- 
25 blasten, in einer bevorzugten Ausfuhrungsform B16F10-, B6-, C3-, EL4-, RMA- 
oder RMA-S-Zellen geeignet. Die erfindungsgemaBen Zellen, die ein Polypeptid 
enthaltend ein T-Zell-Epitop, prasentieren, konnen als Zielzellen zur Restimulati- 
on von Immunzellen, insbesondere T-Zellen und/oder zur Messung der Aktivie- 
rung von T-Zellen eingesetzt werden. Unter Zielzelle im Sinne der vorliegenden 
30 Erfindung ist eine Zelle zu verstehen, die iiber MHC-Moiekiile ein T-Zell-Epitope 
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prasentiert und damit spezifisch eine T-Zell-Aktivierung hervorruft, insbesondere 
eine zytotoxische T-Zell-Reaktion gegen die Zelle. 

Ferner kann die ein T-Zell-Epitop enthaltene Verbindung, Teil eines Komplexes 
5 sein, der dadurch charakterisiert ist, dafi die Verbindung kovalent oder iiber hy- 
drophobe Wechselwirkungen, Ionenbindung oder Wasserstoffbriickenbindungen 
mit mindestens einer weiteren Spezies wie Peptide, Proteine, Peptoide, lineare 
oder verzweigte Oligo- oder Polysacharide und Nukleinsauren verbunden ist. 

10 Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Komplex enthaltend ein T- 
Zell-Epitop oder eine Verbindung und mindestens eine weitere Verbindung. Eine 
bevorzugte Ausfuhrungsform ist, daB das Polypeptid in Verbindung mit MHC 
Klasse I-Molekiilen, vorzugsweise als H2-D b -Tetramer vorliegt. Besonders be- 
vorzugt sind humane oder murine MHC-Klasse I Molekiile, insbesondere ein von 

15 C57B1/6 Mausen abgeleitetes MHC-Klasse I Molekul. Durch die Technik von 
Altman J.D. et al. (1996, Science 274, 94-6) lassen sich beispielsweise H2-D b - 
Tetramere mit den entsprechenden gebundenen Peptiden herstellen, die in der 
Lage sind, an die T-Zellrezeptoren von peptidspezifischen zytotoxischen T-Zellen 
zu binden. 

20 

Eine weitere Ausfuhrungsform ist die Immobilisierung der erfindungsgemaBen 
Verbindung oder des genannten Komplexes an Tragermaterialien. Als Tragerma- 
terialien eignen sich beispielsweise Keramik, Metall, insbesondere Edelmetall, 
Glaser, Kunststoffe, kristalline Materialien bzw. dunne Schichten des Tragers, 
25 insbesondere der genannten Materialien, oder (bio)molekulare Filamente wie 
Cellulose oder Geriistproteine. 
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Zur Aufreinigung des erfindungsgemaBen Komplexes kann eine Komponente des 
Komplexes zusatzlich noch ein Protein-Tag enthalten. ErfindungsgemaBe Protein- 
Tags erlauben beispielsweise die hochaffine Absorption an eine Matrix, stringen- 
tes Waschen mit geeigneten Puffern ohne den Komplex im nennenswerten MaCe 

5 zu eluieren und anschlieBende gezielte Elution des absorbierten Komplexes. Bei- 
spiele von dem Fachmann bekannten Protein-Tags, sind ein N- oder C-terminales 
(HIS) 6 -Tag, ein Myc-Tag, ein FLAG-Tag, ein Hamaglutenin-Tag, Glutathion- 
Transferase (GST)-Tag, Intein with an Affinity Chitin-binding Tag oder Maltose 
binding protein (MBP)-Tag. Die erfindungsgemaBen Protein-Tags konnen sich N- 

10 , C-terminal, und/oder intern befinden. 



Ein anderer Gegenstand der vorliegenden Erfmdung ist ein Verfahren zum in vitro 
Nachweis der Aktivierung von T-Zellen durch mindestens eine Verbindung, ent- 
15 haltend ein T-Zell-Epitop. Ein derartiges Verfahren besteht vorzugsweise aus drei 
Schritten: 

a) In einem ersten Schritt werden Zellen mit mindestens einer Verbindungen 
enthaltend ein T-Zell-Epitop stimuliert. Diese Verbindung kann minde- 
stens eine erfindungsgemaBe Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop, 

20 mindestens einen erfindungsgemaBen Komplex enthaltend ein T-Zell- 

Epitop, mindestens ein Capsomer, mindestens ein stabiles Capsomer, min- 
destens ein VLP, mindestens ein CVLP ? und/oder mindestens ein Virus 
bedeuten. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden Immunzellen 
durch die Inkubation mit CVLPs stimuliert. Diese Stimulation kann bei- 

25 spielsweise in Form einer Impfiing erfolgen, oder durch Inkubation von 

Immunzellen mit CVLPs in vitro. Derartig stimulierte Immunzellen wer- 
den beispielsweise nach einer Impfung aus der Milz, aus Lymphknoten 
oder aus dem Blut gewonnen, und/oder werden kultiviert. 
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b) In einem zweiten Schritt werden Zellen mit mindestens einem erfmdungs- 
gemaBen T-Zell-Epitop, mindestens einer erfmdungsgemaBen Verbindung 
enthaltend ein T-Zell-Epitop, mindestens einer Zielzelle, die ein T-Zell- 
Epitop prasentiert und/oder mit mindestens einem erfmdungsgemaBen 

5 Komplex inkubiert. 

c) In einem dritten Schritt erfolgt die Bestimmung der Aktivierung von T- 
^ Zellen. Hierfur geeignete Verfahren sind beispielsweise der Nachweis der 

Produktion oder Sekretion von Cytokinen durch die T-Zellen, der Expres- 
sion von Oberflachenmolekiilen auf T-Zellen, der Lyse von Zielzellen oder 

10 der Proliferation von Zellen. Hierfur geeignete Methoden sind beispiels- 

weise ein Cytokinassay (Chapter 6.2 bis 6.24 in Current Protocols in Im- 
munology (1999), edited by Coligan J.E., ICruisbeek A.M., Margulies 
D.H., Shevach E.M. and Strober W M John Wiley & Sons), ELISPOT 
(Chapter 6.19 in Current Protocols in Immunology, supra), ein 5l Cr- 

15 Freisetzungstest (Chapter 3.11 in Current Protocols in Immunology, supra) 

oder der Nachweis der Proliferation (Chapter 3.12 in Current Protocols in 
Immunology, supra). Je nach verwendeter Methode kann dabei auch zwi- 
schen den Immunzellen wie zytotoxischen T-Zellen, T-Helferzellen, B- 
Zellen, NK-Zellen und anderen Zellen unterschieden werden. Die Ver- 

20 wendung von erfmdungsgemaBen Verbindungen, Komplexen, und/oder 

Zellen, die erfindungsgemafie Markierungen enthalten, erlaubt die Detek- 
tion von T-Zellen, die das T-Zell-Epitop erkennen uber den Nachweis der 
Bindung markierter Verbindungen, Komplexe, und/oder Zellen an die T- 
Zellen. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Bindung erfin- 

25 dungsgemafler MHC-Polypeptid-Komplexe an die Oberflache der T- 

Zellen nachgewiesen. Dies kann derart durchgefuhrt werden, daB die 
MHC-Komplexe selbst markiert, beispielsweise fluoreszenzmarkiert sind, 
oder daB man in einem weiteren Schritt einen MHC-spezifischen, mar- 
kierten, beispielsweise fluoreszenzmarkierten Antikorper verwendet, urn 

30 wiederum die MHC-Komplexe nachzuweisen. Die Fluoreszenzmarkierung 

der T-Zellen laBt sich dann beispielsweise in einem Tluorescens Activated 
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Cell Sorter' (FACS) messen und auswerten. Eine andere Moglichkeit zum 
Nachweis der Bindung von den Komplexen an die T-Zellen ist erneut die 
Messung der Aktivierung von T-Zellen (Cytokinassay, Elispot, 5l Cr- 
Freisetzungstest, Proliferation, siehe oben). Allerdings benotigt man hier- 
5 fur die gleichzeitige Stimulation von Korezeptoren (z. B. CD28), bei- 

spielsweise durch Korezeptor-spezifische Antikorper (Anti-CD28) 
und/oder andere unspezifische Aktivatoren (IL-2). 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Verfahren, das einen zusatz- 
10 lichen Schritt a c ) enthalt, der nach Schritt a) eingefuhrt wird. 

a') In riiesem zusatzlichen dem Schritt a) nachfolgenden Schritt a*) werden 
werden die isolierten oder kultivierten Zellen mit mindestens einer Ziel- 
zelle beladen mit einer erfindungsgemaBen Verbindung enthaltend ein T- 
Zell-Epitop, mindestens einem erfindungsgemaBen Komplex enthaltend 

15 ein T-Zell-Epitop, mindestens einem Capsomer, mindestens einem stabilen 

Capsomer, mindestens einem VLP, mindestens einem CVLP und/oder 
mindestens einem Virus, mit mindestens einem erfindungsgemaBen Kom- 
plex enthaltend ein T-Zell-Epitop, und/oder mindestens einer Zielzelle, die 
ein T-Zell-Epitop prasentiert, fur mindestens ca. 12 Tage, insbesondere ca. 

20 5 Tage cokultiviert, bevor sich Schritt b) anschlieflt. 

Unter Cokultivierung ist das Wachstum der Zellen: 

(i) in Gegenwart von mindestens einer Zielzelle beladen mit einer er- 
findungsgemaBen Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop, min- 
destens einem erfindungsgemaBen Komplex enthaltend ein T-Zell- 

25 Epitop, mindestens einem Capsomer, mindestens einem stabilen 

Capsomer, mindestens einem VLP, mindestens einem CVLP, 
und/oder mindestens einem Virus, 

(ii) in Gegenwart mindestens eines erfindungsgemaBen Komplexes 
enthaltend ein T-Zell-Epitop, 
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(iii) in Gegenwart mindestens einer Zielzelle, die ein T-Zell-Epitop pra- 
sentiert, 

im selben Wachstumsmedium und selben Gewebekulturbehalter zu verste- 
hen. 

5 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Her- 
stellung einer T-Zell-Epitop prasentierenden Zielzelle. Hierbei ist es moglich, die 
Zielzelle mit Kombinationen von unterschiedlichen T-Zell-Epitopen zu beladen. 
In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Zielzelle mit mindestens einer 

10 Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop und/oder mindestens einem Komplex 
enthaltend ein T-Zell-Epitop inkubiert. In einer besonders bevorzugten Ausfuh- 
rungsform wird die Zielzelle in Wachstumsmedium, das erfindungsgemaOe Poly- 
peptide enthalt, oder mit MHC Klasse I-Komplexen mit gebundenen erfmdungs- 
gemafien Polypeptiden inkubiert. Die MHC Klasse I-Komplexe konnen bei- 

15 spielsweise als H2-D b -Tetramere vorliegen. Ein Tetramer bindet dabei in der Re- 
gel vier Peptide. Diese konnen sowohl identisch sein oder aber unterschiedliche 
Spezies von Peptiden reprasentieren. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungs- 
form wird die Zielzelle mit einer Nukleinsaure und/oder einem Vektor transfiziert, 
transformiert und/oder infiziert. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 

20 wird die Zielzelle mit einem Vakziniavirus vektor infiziert. Das erfindungsgemaOe 
Verfahren wird mit Antigen-prasentierenden Zellen beispielsweise mit B-Zellen, 
Makrophagen, Dendritischen Zellen, embryonalen Zellen oder Fibroblasten, in 
einer bevorzugten Ausfuhrungsform mit B16F10-, B6-, C3-, EL4-, RMA- oder 
RMA-S-Zellen durchgefuhrt. 

25 

Die verwendeten CVLPs enthalten ein Papillomavirus LI -Protein oder Varianten 
davon, insbesondere HPV16 Ll-Protein und, jedoch nicht notwendigerweise, ein 
zu LI heterologes Protein oder Varianten davon. Die zwei Proteine konnen direkt 
oder indirekt gebunden vorliegen. Direkt gebunden meint im Sinne der Erfindung, 
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daB eine kovalente Bindung zwischen den beiden Proteinen vorliegt, beispielswei- 
se eine Peptidbindung oder eine Disulfidbindung. Indirekt gebunden bedeutet, daB 
die Proteine uber nicht-kovalente Bindungen gebunden sind, beispielsweise hy- 
drophobe Wechselwirkungen, Ionenbindungen oder Wasserstoffbriicken. In einer 
weiteren Ausfuhrungsform enthalten die CVLPs zusatzlich zu LI -Protein oder 
Varianten davon ein Papillomavirus L2-Protein. 

Eine bevorzugte Ausfuhrung des LI -Proteins der vorliegenden Erfindung sind 
beispielsweise LI -Proteine mit einer oder mehreren Deletionen, insbesondere ei- 
ner C-terminalen Deletion. Eine C-terminale Deletion hat den Vorteil, daB die 
Effizienz der Bildung virus-ahnlicher Partikel gesteigert werden kann, da das am 
C-Terminus lokalisierte nukleare Lokalisationssignal deletiert wird. Die C- 
terminale Deletion betragt daher vorzugsweise bis zu ca. 35 Aminosauren, insbe- 
sondere ca. 25 bis ca. 35 Aminosauren, vor allem ca. 32 bis ca. 34 Aminosauren. 
Beispielsweise ist eine 32 Aminosauren lange C-terminale Deletion des HPV16 
LI -Proteins ausreichend, um die Bildung von virus-ahnlichen Partikeln um das 
mindestens ca. zehnfache steigern zu konnen. Des weiteren kann das LI -Protein 
eine oder mehrere Mutationen tragen oder der Ll-Anteil aus LI -Proteinen ver- 
schiedener Papillomaviren zusammengesetzt sein. Gemeinsames Kennzeichen der 
erfindungsgemaBen LI -Proteine ist, daB sie die Bildung von VLPs bzw. CVLPs 
zulassen und daB sie mindestens ein erfindungsgemaBes T-Zell-Epitop enthalten. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist das LI -Protein oder Varianten davon 
und das zu LI heterologe Protein ein Fusionsprotein. Beinhaltet sind auch he- 
terologe Proteine, die aus mehreren verschiedenen Proteinen oder Teilen davon 
zusammengesetzt sind. Dies konnen beispielsweise auch Epitope, insbesondere 
zytotoxische T-Zellepitope von Proteinen sein. Epitope im Sinne der Erfindung 
konnen dabei auch Teil eines synthetischen Polypeptids mit einer Lange von ca. 
50 Aminosauren, vorzugsweise von mindestens ca. 35 Aminosauren, insbesonde- 
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re von mindestens ca. 20 Aminosauren und in besonders bevorzugter Weise von 
mindestens ca. 9 Aminosauren sein. 

Bevorzugt sind zu LI heterologe Proteine, die von einem viralen Protein abgelei- 
tet sind, beispielsweise abgeleitet von HIV, HBV oder HCV, vorzugsweise von 
Papillomaviren, insbesondere von humanen Papillomaviren. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist dies ein E-Protein eines Papillomavi- 
rus, vorzugsweise ein E6- und/oder E7-Protein. Insbesondere ist bevorzugt, wenn 
das E-Protein ein deletiertes E-Protein ist, vorzugsweise ein C-terminale deletier- 
tes, insbesondere ein C-terminal deletiertes E7-Protein, da diese Konstrukte in 
Verbindung mit deletiertem LI -Protein bevorzugt virus-ahnliche Partikel ausbil- 
den konnen. Insbesondere bevorzugt sind Deletionen bis zu 55 Aminosauren, vor- 
zugsweise ca. 5 bis ca. 55 Aminosauren, insbesondere ca. 38 bis ca. 55 Aminosau- 
ren. 

In einer weiteren Ausfuhrung kann das zu LI heterologe Protein von Antigenen 
nicht viraler Erreger abstammen. Ebenso konnen sie von Autoimmunantigenen 
wie z.B. Thyroglobulin, Myelin basic protein oder Zona Pellucida Glycoprotein 3 
(ZP3), die mit bestimmten Autoimmunkrankheiten wie z.B. Thyroiditis, Multiple 
Sklerose, Oophoritis oder rheurnatoider Arthritis assoziiert sind, abgeleitet sein. In 
einer bevorzugten Ausfuhrung stammt das zu LI heterologe Protein von Tumo- 
rantigenen ab, vorzugsweise Melanomaantigenen wie MART, Ovarialcarcino- 
mantigenen wie Her2 neu (c-erbB2), BCRA-1 oder CA125, Coloncarcino- 
mantigenen wie CA125 oder Mammacarcinomantigenen wie Her2 neu (c-erbB2), 
BCRA-l,BCRA-2. 
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Ein weiterer Gegenstand dieser Erfindung ist ein Verfahren zum in vitro Nach- 
weis der Aktivierung von T-Zellen, die durch Praparation aus Proben gewonnen 
werden. Dieses Verfahren erlaubt es zu bestimmen, ob in einer Probe, beispiels- 
weise einer Blutprobe eines Patienten oder in der Milz einer Maus, Papillomavirus 
5 Ll-Protein-spezifische zytotoxische T-Zellen vorhanden sind. Ein derartiges 
Nachweisverfahren enthalt die folgenden Schritte: 

a") In einem ersten Schritt werden Zellen gewonnen, beispielsweise durch 
Blutabnahme von einem Patienten oder durch die Praparation zum Beispiel 
der Milz oder von Lymphknoten einer Maus. AnschlieBend werden die 
10 Zellen in Wachstumsmedium aufgenommen und kultiviert. 

b) In einer- . zweiten Schritt werden Zellen mit mindestens einer Zielzelle, die 
ein T-Zell-Epitop prasentiert oder mit mindestens einem Komplex, der als 
eine Komponente eine Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitope umfaflt, 
inkubiert. 

15 c) In einem dritten Schritt erfolgt die Bestimmung der Aktivierung von T- 
Zellen. Hierfur geeignete Verfahren sind beispielsweise der Nachweis der 
Produktion oder Sekretion von Cytokinen durch die T-Zellen. der Expressi- 
on von Oberflachenmolekulen auf T-Zellen, der Lyse von Zielzellen oder 
der Proliferation von Zellen. Hierfur geeignete Methoden sind beispiels- 

20 weise ein Cytokinassay (Chapter 6.2 bis 6.24 in Current Protocols in Immu- 

nology (1999), edited by Coligan J.E., Kruisbeek A.M., Margulies D.H., 
Shevach E.M. and Strober W., John Wiley & Sons), ELISPOT (Chapter 
6.19 in Current Protocols in Immunology, supra), ein 51 Cr-Freisetzungstest 
(Chapter 3.11 in Current Protocols in Immunology, supra) oder der Nach- 

25 weis der Proliferation (Chapter 3.12 in Current Protocols in Immunology, 

supra). Je nach verwendeter Methode kann dabei auch zwischen den Im- 
munzellen wie zytotoxischen T-Zellen, T-Helferzellen, B-Zellen, NK-Zellen 
und anderen Zellen unterschieden werden. Die Verwendung von erfin- 
dungs gemafien Verbindungen, Komplexen, und/oder Zellen die erfindungs- 

30 gemaBe Markierungen enthalten erlaubt die Detektion von T-Zellen, die das 
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T-Zell-Epitop erkennen iiber den Nachweis der Bindung markierter Verbin- 
dungen, Komplexe, und/oder Zellen an die T-Zellen. In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform wird die Bindung erfindungsgemaBer MHC-Polypeptid- 
Komplexe an die Oberflache der T-Zellen nachgewiesen. Dies kann derart 

5 durchgefiihrt werden, daB die MHC-Komplexe selbst markiert, beispiels- 

weise fluoreszenzmarkiert sind, oder daB man in einem weiteren Schritt ei- 
nen MHC-spezifischen, markierten, beispielsweise fluoreszenzmarkierten 
Antikorper verwendet, urn wiederum die MHC-Komplexe nachzuweisen. 
Die Fluoreszenzmarkierung der T-Zellen laBt sich dann beispielsweise in 

10 einem Tluorescens Activated Cell Sorter' (FACS) messen und auswerten. 

Eine andere Moglichkeit zum Nachweis der Bindung von den Komplexen 
an die T-Zellen ist erneut die Messung der Aktivierung von T-Zellen (Cyto- 
kinassay, Elispot, 5, Cr-Freisetzungstest, Proliferation, siehe oben). Aller- 
dings benotigt man hierfiir die gleichzeitige Stimulation von Korezeptoren 

15 (z. B. CD28), beispielsweise durch Korezeptor-spezifische Antikorper (An- 

ti-CD28) und/oder andere unspezifische Aktivatoren (IL-2). 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Verfahren, das einen zusatz- 
lichen Schritt a') enthalt, der nach Schritt a' 4 ) eingefuhrt wird. 

20 a ( ) In diesem zusatzlichen dem Schritt a") nachfolgenden Schritt a') werden 
die isolierten oder kultivierten Zellen mit mindestens einer Zielzelle bela- 
den mit einer erfindungsgemaBen Verbindung enthaltend ein T-Zell- 
Epitop, mindestens einem erfindungsgemaBen Komplex enthaltend ein T- 
Zell-Epitop, mindestens einem Capsomer, mindestens einem stabilen Cap- 

25 somer, mindestens einem VLP, mindestens einem CVLP und/oder minde- 

stens einem Virus, mit mindestens einem erfindungsgemaBen Komplex 
enthaltend ein T-Zell-Epitop, und/oder mindestens einer Zielzelle, die ein 
T-Zell-Epitop prasentiert, fur mindestens ca. 12 Tage, insbesondere ca. 5 
Tage cokultiviert, bevor sich Schritt b) anschlieBt. 

30 Unter Cokultivierung ist das Wachstum der Zellen: 
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(i) in Gegenwart von mindestens einer Zielzelle beladen mit einer er- 
findungsgemaBen Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop, min- 
destens einem erfindungsgemaBen Komplex enthaltend ein T-Zell- 
Epitop, mindestens einem Capsomer, mindestens einem stabilen 

5 Capsomer, mindestens einem VLP, mindestens einem CVLP, 

und/oder mindestens einem Virus, 

(ii) in Gegenwart mindestens eines erfindungsgemaBen Komplexes 
enthaltend ein T-Zell-Epitop, 

(iii) in Gegenwart mindestens einer Zielzelle, die ein T-Zell-Epitop pra- 
10 sentiert, 

im selben Wachstumsmedium und selben Gewebekulturbehalter zu verste- 
hen. 



Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Testsystem (Kit) zum in vitro 
15 Nachweis der Aktivierung von T-Zellen enthaltend: 

a) mindestens ein erfindungsgemaBes T-Zell-Epitop, mindestens eine erfin- 
dungsgemaBe Verbindung, mindestens einen erfindungsgemaBen Vektor, 
mindestens eine erfindungsgemaBe Zelle, und/oder mindestens einen er- 
findungsgemaBen Komplex, und 

20 b) Effektorzellen des Immunsystems, vorzugsweise T-Zellen, insbesondere 
zytotoxische T-Zellen oder T-Helferzellen. 



Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Testsystem (Kit) zum in vitro 
Nachweis der Aktivierung von T-Zellen enthaltend: 

25 a) mindestens ein erfindungsgemaBes T-Zell-Epitop, mindestens eine erfin- 
dungsgemaBe Verbindung, mindestens einen erfindungsgemaBen Vektor, 
mindestens eine erfindungsgemaBe Zelle, und/oder mindestens einen er- 
findungsgemaBen Komplex, und 
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b) Effektorzellen des Immunsystems, vorzugsweise T-Zellen, insbesondere 
zytotoxische T-Zellen oder T-Helferzellen. 

Das Testsystem wird in einer besonderen Ausfuhrungsform zur Bestimmung der, 
5 beispielsweise in einer Blutprobe eines Patienten oder in der Milz einer Maus 
vorhandenen Ll-Protein-spezifischen zytotoxischen T-Zellen verwendet. In die- 
sem Fall sind die in b) beschriebenen Zellen im Testsystem enthaltene Kontroll- 
zellen, deren Aktivierung durch die erste Kitkomponente, die unter a) genannten 
Substanzen, als Standard dient. Die in dieser Reaktion beobachteten Aktivierung 
10 wird mit die T-Zell-Aktivierung von aus Patienten oder Mausen isolierten Zellen 
durch die Kitkomponente a) verglichen. 

In einer weiteren besonderen Ausfuhrungsform wird das Testsystem beispielswei- 
se zur Bestimmung der Ll-Protein-spezifischen Antigenitat einer Verbindung 

15 enthaltend ein T-Zell-Epitop, eines Komplexes enthaltend ein T-Zell-Epitop, eines 
Capsomers, eines stabilen Capsomers, eines VLPs, eines CVLPs, und/oder eines 
Virus verwendet. In diesem Fall sind die in a) beschriebenen Substanzen Kon- 
trollsubstanzen deren aktivierende Wirkung auf die zweiie PCitkomponente, die 
unter b) genannten Zellen, als Standard dient. Die in dieser Reaktion beobachteten 

20 Aktivierung wird mit der aktivierenden Wirkung einer Verbindung enthaltend ein 
T-Zell-Epitop, einem Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop, einem Capsomer, 
einem stabilen Capsomer, einem VLP, ein CVLP, und/oder einem Virus auf die 
Kitkomponente b) verglichen. 

25 Ein weiterer Gegenstand der Erfmdung ist die Verwendung von mindestens einem 
T-Zell-Epitop, mindestens einer erfindungsgemaBen Verbindung enthaltend ein T- 
Zell-Epitop, mindestens einem erfindungsgemaBen Vektor enthaltend eine Nu- 
kleinsaure kodierend fur eine ein T-Zell-Epitop enthaltende Verbindung, minde- 
stens einer erfindungsgemaBen Zelle enthaltend ein T-Zeil-Epitop zur, und/oder 
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mindestens einem erfindungsgemaBen Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop zur 
Auslosung oder zum Nachweis einer Immunantwort. 

Zur Stimulation von Immunzellen in vitro wie in vivo eignen sich insbesondere 
5 Zellen, die mindestens eines der erfindungsgemaBen Molekule uber ihre MHC- 
Klasse I-Molekiile prasentieren. Zur Antigen-Prasentation geeignete Zellen sind z. 
B. B-Zellen, dendritische Zellen, Macrophages embryonale Zellen oder Fibrobla- 
sten, die durch eine gemeinsame Kultivierung mit Immunzellen eine Stimulation 
von spezifischen T-Zellen erreichen konnen. 



In einer besonderen Ausfiihrungsform kann eine erfmdungsgemaBe Verbindung 
beispielsweise ein HPV18 LlE7-Fusionsprotein, das zusatzlich ein erfindungsge- 
maBes T-Zell-Epitop enthalt, zur Detektion einer Immunantwort eingesetzt wer- 
den. Eine solche erfmdungsgemaBe Verbindung kann die Fahigkeit zur Bildung 
1 5 von C VLPs besitzen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Arzneimittel oder Diagnostikum 
enthaltend mindestens eine erfmdungsgemaBe Verbindung enthaltend ein T-Zell- 
Epitop, mindestens einen Vektor enthaltend eine Nukleinsaure kodierend fur eine 
20 ein T-Zell-Epitop enthaltende Verbindung, mindestens eine erfmdungsgemaBe 
Zelle enthaltend ein T-Zell-Epitop, und/oder mindestens einen erfindungsgema- 
Ben Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop und gegebenenfalls einen pharmazeu- 
tisch akzeptablen Trager. 



10 



25 



Beispiele von dem Fachmann bekannten Tragern sind Glas, Polystyren, Polypro- 
pylen, Polyethylen, Dextran, Nylon, Amylase, natiirliche oder modifizierte Zel- 
lulose, Polyacrylamide, Agarose, Aluminiumhydroxid oder Magnitid. 
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Ein erfindungsgemaBes Arzneimittel oder Diagnostikum kann in Losung vorlie- 
gen, an eine feste Matrix gebunden sein und/oder mit einem Adjuvans versetzt 
sein. 

5 Das Arzneimittel oder Diagnostikum kann auf verschiedene Weisen verabreicht 
werden. Beispiele von dem Fachmann bekannten Verabreichungsformen sind pa- 
renterale, lokale und/oder systemische Applikation durch z. B. orale, intranasal, 
intravenose, intramuskulare, und/oder topische Applikation. Die bevorzugte Ap- 
plikationsform wird beispielsweise durch den natlirlichen Infektionsweg der je- 

10 weiligen Papillomavirusinfektion beeinfluBt. Die verabreichte Menge richtet sich 
nach Alter, Gewicht, allgemeinem Gesundheitszustand des Patienten und dem 
Typ der Papillomavirusinfektion. Das Arzneimittel oder Diagnostikum kann in 
Form von Kapseln, Losung, Suspension, Elixier (fur orale Applikation) oder ste- 
rile Losungen bzw. Suspensionen (fiir parenterale oder intranasale Applikation) 

15 verabreicht werden. Als inerter und immunologisch akzeptabler Trager kann bei- 
spielsweise Salzlosung oder phosphatgepufferte Salzlosung verwendet werden. 
Das Arzneimittel wird in therapeutisch effektiven Mengen verabreicht. Das be- 
deutet Mengen, die ausreichend sind, um eine schutzende immunologische Ant- 
wort hervorzurufen. 

20 

In einer besonderen Ausfiihrungsform kann eine erfindungsgemaBe Verbindung 
beispielsweise ein HPV18 LlE7-Fusionsprotein, das zusatzlich ein erfindungsge- 
maBes T-Zell-Epitop enthalt, als Arzneimittel oder Diagnostikum eingesetzt wer- 
den. Eine solche erfindungsgemaBe Verbindung kann die Fahigkeit zur Bildung 
25 von CVLPs besitzen. 

Die Figuren und die folgenden Beispiele sollen die Erfindung naher erlautern, 
ohne sie zu beschranken. 
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Fig. 1 zeigt die graphische Auswertung der spezifischen Lyse von verschiedenen 
murinen B6-Zellen, die entweder mit MVA-Ll^c oder mit MVA-F6 infiziert wor- 
den waren, durch Milzzellen von Mausen, die entweder mit VLPs bzw. mit Puffer 
geimpft worden waren. Aufgetragen ist das Verhaltnis der Effektorzellen zu den 
5 Zielzellen gegen die Prozent der spezifisch lysierten Zellen. 

Fig. 2 zeigt die graphische Auswertung der spezifischen Lyse von verschiedenen 
RMA-S-Zellen, die entweder LI330-338, LI 155-173 oder AM prasentieren, durch die 
Milzzellen von Mausen, die mit VLPs bzw. mit Puffer geimpft worden waren. 
10 Aufgetragen ist das Verhaltnis der Effektorzellen zu den Zielzellen gegen die Pro- 
zent der spezifisch lysierten Zellen. 

Fig. 3 zeigt die graphische Auswertung der spezifischen Lyse von vier verschie- 
denen Zellinien durch T-Zellen, die zuvor mit MVA-Ll A c-infizierten EL4-Zellen 
15 (links) oder mit LI 165-173-beladenen RMA-S-Zellen restimuliert worden waren. 
Aufgetragen ist das Verhaltnis der Effektorzellen zu den Zielzellen gegen die Pro- 
zent der spezifisch lysierten Zellen. 

Fig. 4 zeigt die graphische Auswertung der spezifischen Lyse von vier verschie- 
20 denen Zielzellinien durch drei verschiedene zytotoxische T-Zellinien. 

Fig. 5 zeigt die graphische Auswertung der spezifischen Lyse von unterschiedli- 
chen Zielzellen, entweder verschiedenen Zellinien oder RMA-S-Zellen, die mit 
den Ll-Peptiden Ll-1 bis Ll-15 beladen worden waren, durch drei verschiedene 
25 zytotoxische T-Zellinien. 
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Beispiele 

1 . Beschreibung der Ausganesmaterialien 

5 - Die Herstellung von HPV16 Ll A cE7,. 55 CVLPs erfolgte gemafi der deutschen 
Patentanmeldung DE 198 12 941.6 (siehe auch Muller M. et al. (1997) Viro- 
logy 234, 93-111). 

- LI VLPs (siehe Muller M. et al. (1997) Virology 234, 93-1 11) 

- C57Bl/6-Mause wurden von Charles River Laboratories (Wilmington, MA, 
10 USA) bezogen. 

- MVA-Ll A c bedeutet rekombinantes murines Vakziniavirus, das in infizierten 
Zellen HPV16 Ll^ c exprimiert. 

- MVA-F6 bedeutet Vakziniavirus (Kontrollvirus). 

- B6-Zellen bedeutet embyonale Stammzellen aus einer C57B 1/6-Maus. 

15 - C3-Zellen bedeutet HPV16 und ras-transformierte B6-Embryozellen (siehe 
Feltkamp M.C. et al. (1993) Eur. J. Immunol 23, 2242-9>. 

- RMA-Zellen stammen aus einem Thymom einer C57BL/6-Maus (siehe 
Ljunggren H.G. & Karre K. (1985) J. Exp. Med. 162, 1745-59). 

- RMA-S-Zellen stammen aus einem Thymom einer C57BL/6-Maus (siehe 
20 Ljunggren H.G. & Karre K. (1985) J. Exp. Med. 162, 1745-59). Sie weisen 

einen Defekt im Antigenprozessierungs-assoziiertem Transport auf, der zur 
Unterbindung der Beladung von MHC-1 Molekuhlen im endoplasmatischen 
Retikulum fiihrt. Die dennoch auf der Zelloberflache vorhandenen unbelade- 
nen MHC-1 Molekiile konnen beispielsweise durch Inkubation der Zellen in 
25 Peptid-haltigen Medien beladen werden, so daC sich diese Zellen sehr gut zur 

Presentation eines Antigens eignen (siehe Powis S.J. et al. (1991) Nature 354, 
528-31). 
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EL4-Zellen stamnit aus einem Thymom einer C57Bl/6-Maus (siehe Shevach 
E.M. et al. (1972) J. Immunol. 108, 1 146-51), z. B. ATCC TEB-49. 

- Zellen wurden jeweils bei 37°C und 5% C0 2 in RPMI-Medium (Gibco BRL, 
Eggenstein) mit 10% fotalem Kalberserum, Kanamycin, Ampicillin kultiviert. 

5 - AM-Peptid bedeutet Aminosauren 366 bis 374 des Influenza Nukleoproteins, 
Sequenz: ASNENMETM (siehe Townsend A.R. et al. (1986) Cell 44, 959- 
68). 

LI -Peptide bedeutet von HPV16 abgeleitetes Peptid des LI Hauptkapsidpro- 
teins. 

10 

2. Induktion von Ll-spezifischen CTL nach Immunisierung mit LI VLPs 



a) Immunisierung von Mausen mit VLPs: 

Zwei C57Bl/6-Mause wurden mit 10 tig LI VLPs (Maus 1) oder zur Kon- 
15 trolle mit Puffer (Maus 2) immunisiert. Nach 6 Wochen wurden die Milz- 

zellen isoliert. 



b) Herstellung von Antigen-prasentierenden Zellen (Zielzellen): 

B6-Zellen wurden fur 2,5 Tage mit Interferon y inkubiert, anschlieBend uber 
20 Nacht mit MVA-LUc-Viren (MOI = 5) flir die Herstellung Antigen- 

prasentierender Zellen oder mit MVA-F6 flir die Herstellung von Kontroll- 
zellen infiziert und flir 16h kultiviert. In einem nachsten Schritt wurden die 
infizierten B6-Zellen bestrahlt und dadurch am weiteren Wachstum gehin- 
dert. 

25 

c) Restimulation der isolierten Milzzellen: 
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Die Milzzellen aus Maus 1 und 2 wurden jeweils gemeinsam mit den Ll A c- 
exprimierenden B6-Zellen, die als Stimulatorzellen fur die T-Zellen der 
Milzzellen fungierten, fiir 5 Tage kultiviert. 

5 d) Test der Zytotoxizitat der isolierten Milzzellen: 

Die stimulierten Milzzellen (Effektorzellen) der Maus 1 (VLP-geimpft) und 
2 (Puffer-geimpft) wurden entweder mit MVA-Ll AC -infizierten oder mit 
MVA-F6-infizierten B6-Zellen (Zielzellen), die jeweils zuvor in Anwesen- 
heit von 51 Cr fur lh bei 37°C inkubiert worden waren, in fiinf verschiedenen 
10 Verhaltnissen von Effektorzellen zu Zielzellen fur 4h inkubiert. Die spezifi- 

sche Lyse der Zielzellen wurde durch die Freisetzung des radioaktiven 5i Cr 
in einem p-Counter gemessen (siehe Fig. 1). 

Ergebnis: Die Milzzellen der Ll-immunisierten Maus lysierten die MVA-L1 AC - 
15 infizierten Zielzellen, die MVA-F6-infizierten Zielzellen hingegen nicht. Die 
Milzzellen besaBen somit eine spezifische Zytotoxizitat gegen das LI -Protein. Die 
Kontroll-Milzzellen, die aus der mit Puffer geimpften Maus stammten, zeigten 
keine lytische Aktivitat gegenuber den Zielzellen. 

20 3. Peptid-soezifische Lvse von Zielzellen durch LI -spezifische T-Zellen (VLP- 
geimpfte Mause) 

a) Herstellung Antigen-prasentierender Zellen: 

RMA-S-Zellen wurden wahrend einer einstundigen Inkubation mit 5l Cr bei 
25 37°C zusatzlich mit einem Peptid (Konzentration 50 ^iM) inkubiert. Als 

Peptid wurde entweder 

• LI 330-338, 
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• Ll 165 . 17 3 Oder 

• das AM-Peptid (als Kontrolle) 
verwendet. 

5 b) Test der Zytotoxizitat der isolierten Milzzellen: 

Die gemaB Beispiel lc hergestellten stimulierten Milzzellen (Effektorzellen) 
der Maus 1 (VLP-geimpft) und 2 (Puffer-geimpft) wurden mit den Peptid- 
inkubierten RMA-S-Zellen (Zielzellen) in Anwesenheit von 0,5 jag/ml des 
jeweiligen Peptids fur 4h in sechs verschiedenen Verhaltnissen von Effek- 
10 torzellen zu Zielzellen inkubiert. Die spezifische Lyse der Zielzellen wurde 

durch die Freisetzung des radioaktiven ~ M Cr in einem p-Counter gemessen 
(siehe Fig. 2). 



Ergebnis : Die mit LI 155-173 prainkubierten Zielzellen konnten durch die Milzzellen 
15 der Ll-immunisierten Maus 1 effektiv lysiert werden, wahrend die Prainkubation 
von RMA-S Zellen mit LI 330-338 oder dem Kontroll-Peptid AM keine deutliche 
Lyse der RMA-S Zellen durch die stimulierten Milzzellen bewirkte. Die Milzzel- 
len der Puffer-geimpften Maus 2 zeigten fur keine der Peptid prainkubierten 
RMA-S Zellen spezifische lytische Aktivitat. Das Peptid LI165-173 stellt somit in 
20 diesen Zellen ein spezifisches zytotoxisches T-Zellepitop dar. 



25 
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4. Peptid-spezifische Lvse von Zielzellen durch Ll-spezifischen T-Zellen (CVLP- 
geimpfte Maus) 



a) Immunisierung von Mausen mit CVLPs: 

Eine Maus wurde mit 10 ng Ll A cE7i. 5 5 CVLPs immunisiert. Die Milzzellen 
wurden nach 2 Wochen isoliert. 



b) Herstellung von Antigen-prasentierenden Zellen: 

EL4-Zellen wurden wie in lb) beschrieben mit MVA-Ll^c-infiziert. RMA- 
10 S-Zellen wurden wie in 3a) beschrieben mit LI l6 5-i73-beladenen. 



c) Restimulation der isolierten Milzzellen: 

Die isolierten Milzzellen von 4a) wurden jeweils fur 12 Tage mit den beiden 
unter 4b) beschriebenen Zelltypen EL4/MVA-LUc bzw. RMA-S/L1 165-173- 
15 inkubiert. 



d) Test der Zytotoxizitat der isolierten Milzzellen 

AnschlieCend wurde ein Zytotoxizitatstest analog zu Beispiel 2d) oder 3b) 
durchgefuhrt. Dabei wurde jeweils die Lyse der EL4/MVA-L1 AC -Zellen 
20 bzw. der RMA-S/L1 i 6 5-i73-Zellen in fiinf verschiedenen Verhaltnissen von 

Effektorzellen zu Zielzellen bestimmt. Als Kontrolle dienten entweder EL4- 
Zellen, die mit einem leeren MVA-F6-Vektor infiziert worden waren, bzw. 
RMA-S-Zellen, die nicht mit Ll l6 s-i73 vorinkubiert worden waren (siehe 
Fig. 3) 



25 
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Ergebnis : Fig. 3 zeigt die Auswertung des 51 Cr-Freisetzungstest analog zu Bei- 
spiel 1 oder 2. Die Milzzellen waren sowohl nach Kultivierung mit EL4/MVA- 
L1 AC -Zellen wie auch mit RMA-S/Lli 6 5-i73-Zellen in der Lage 5 die das Ll-Peptid- 
prasentierenden Zielzellen effektiv zu lysieren (EL4/MVA-LlAC-Zellen oder 
5 RMA-S/Lli65-n3-Zellen), wahrend die Kontroll-Zellen nicht lysiert wurden. Da- 
durch daB die Erkennung von Ll-exprimierenden Zellen vergleichbar ist mit den 
Peptid-prasentierenden Zellen kann man folgern, daB das Peptid LI 155-173 im we- 
sentlichen fuir die Induktion der T-Zellant\vort verantwortlich ist. 

10 Dieses Ergebnis macht erneut deutlich, daB in CVLP-geimpften Mausen eine 
CD8-T-Zelk:nivvort gegen das HPV16 Peptid LI 155-173 induziert wird. Dabei ist es 
unwesentlich, ob die Impfung der Mause mit VLPs (siehe Beispiel 3) oder CVLPs 
(dieses Beispiel) durchgeflihrt wurde. 

15 5. Ll-spezifische zvtotoxische T-Zellen 

Eine Maus wurde zweimal mit 10 7 C3-Zellen geimpft (diese sind durch HPV16 
und ras transformiert). AnschlieBend wurden die Milzzellen isoliert und in Ge- 
gen wart von bestrahlten C3 -Zellen als Stimulatorzellen kultiviert und durch Zu- 

20 gabe von C3-Zellen restimuliert. Durch Vereinzelung der Milzzellen wurden 
"Milzzellklone" kultiviert. Diese Klone wurden dann in Zytotoxizitatstests gete- 
stet, wie effizient sie C3-Zellen lysieren. In dem selben Test lysierten diese Klone 
weit weniger effizient B6, RMA- oder RMA-E7-Zellen (C3-Zellen exprimieren 
durch die HPV16-Transformation auch E7). Fig. 4 zeigt drei dieser zytotoxischen 

25 Klone (= T-Zellinien), die C3-Zellen deutlich effizienter lysieren als B6-, RMA- 
E7- oder RMA-Zellen. 
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Diese drei T-Zellinien wurden dann in einem Zytotoxiszitatstest gemaB einem der 
vorangegangenen Beispiele auf ihre Fahigkeit zur Lyse von C3-Zellen, von B6- 
Zellen, von RMA-S-Zellen sowie von RMA-S-Zellen, die zuvor rnit verschiede- 
nen Ll-Peptiden (Ll-1 bis Ll-15; jeweilige Konzentration 50 juM) beladen wor- 

5 den waren, getestet. Fig. 5 zeigt, daB die T-Zellinien 7A und 11C sehr effizient 
Ll-14-beladene RMA-S-Zellen lysieren konnen. Somit sind genannte T-Zellinien 
spezifisch fur das Ll-14-Peptid, bei dem es sich um das Ll-Peptid 330-338 
(LI 330-338) handelt. Die anderen getesteten Peptide wurden von diesen T-Zellinien 
nicht erkannt. Die Sequenzen der getesteten Peptide sind wie folgt: Ll-1: 

10 GAMDFTTL, Ll-2: GDSLFFYL, Ll-3: MQVTFIYI, Ll-4: VYHIFFQM, Ll-5. 
VHTGFGAM, Ll-6: KYPDYIKM, Ll-7: VTFIYILV, Ll-8: LEDTYRFV, Ll-9: 
GNQLFVTV, Ll-10: KKYTFVTV, Ll-11: ENDVNYHI, Ll-12: AGVDNRECI, 
Ll-13: TVGENVPDDL, Ll-14: AQIFNKPYW, Ll-15: YKNTNFKEYL 
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Patentanspriiche 

1. T-Zell-Epitop mit einer Aminosauresequenz AQIFNKPYW, 
AGVDNRECI, und/oder eine funktionell aktive Variante davon. 

5 

2. T-Zell-Epitop nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die genannte 
Variante eine Sequenzhomologie zu AQIFNKPYW oder AGVDNRECI 
von mindestens ca. 65%, vorzugsweise mindestens ca. 75% und insbeson- 
dere mindestens ca. 85% auf Aminosaureebene besitzt. 

10 

3. T-Zell-Epitop nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl die genannte 
Variante eine strukturelle Homologie zu AQIFNKPYW oder 
AGVDNRECI hat. 

15 4. T-Zell-Epitop nach einem der Ansp niche 1-3, dadurch gekennzeichnet, 
daB das T-Zell-Epitop ein zytotoxisches T-Zell-Epitop ist. 

5. Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop nach einem der Anspriiche 1 bis 
4, wobei die Verbindung kein naturlich vorkommendes LI Protein eines 
20 Papillomavirus und keine ausschlieBlich N-terminale oder ausschlieBlich 

C-terminale Deletionsmutante eines naturlich vorkommenden LI Proteins 
eines Papillomavirus ist. 



6. 

25 



Verbindung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbin- 
dung ein Polypeptid, insbesondere ein Fusionsprotein ist. 
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7. Verbindung nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Verbindung ein Polypeptid von mindestens ca. 50 Aminosauren, vorzugs- 
weise von mindestens ca. 35 Aminosauren, insbesondere von mindestens 
ca. 20 Aminosauren und in besonders bevorzugter Weise von mindestens 

5 ca. 1 0 Aminosauren Lange ist. 

8. Verbindung nach einem der Anspruche 5-7, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Verbindung eine chemische, radioaktive, nicht radioaktive Isotopen 
und/oder Fluoreszenzmarkierung des T-Zell-Epitops und/oder des ge- 

10 nannten Fusionsproteins, und/oder eine chemische Modiflkation des T- 

Zell-Epitops und/oder Fusionsproteins enthalt. 

9. Nukleinsaure, dadurch gekennzeichnet, dafi sie fur ein T-Zell-Epitop oder 
eine Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop gemaB einem der Anspruche 

15 5-8kodiert. 

10. Vektor, insbesondere ein Expressionsvektor, dadurch gekennzeichnet, dafi 
er eine Nukleinsaure gemaB Anspruch 9 enthalt. 

20 11. Zelle, dadurch gekennzeichnet, daB sie mindestens ein T-Zell-Epitop ge- 
maB einem der Anspruche 5-8 enthalt, vorzugsweise prasentiert. 



25 



12. 



Zelle nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Zelle mit einer 
Nukleinsaure gemaB Anspruch 9 und/oder einem Vektor gemaB Anspruch 
10 transfiziert, transformiert, und/oder infiziert ist. 
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13. Zelle nach Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Zelle mit min- 
destens einer Verbindung gemaB einem der Anspriiche 5-8 und/oder min- 
destens einem Komplex gemaB einem der Anspriiche 15-17 enthaltend ein 
T-Zell-Epitop gemaB einem der Anspriiche 5-8, inkubiert wurde. 

5 

14. Zelle nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Zelle 
eine B-Zelle, ein Makrophage, eine Dendritische Zelle, eine embryonale 
Zelle, ein Fibroblast, eine B16F10-, eine B6-, eine C3-, eine EL4-, eine 
RMA- oder eine RMA-S-Zelle ist. 



10 



15. Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitope gemaB einem der Anspriiche 1-4 
oder eine Verbindung gemaB einem der Anspriiche 5-8 und mindestens ei- 
ne weitere Verbindung. 



15 16. Komplex nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB der Komplex 
mindestens ein MHC-Klasse I-Molekiil, vorzugsweise als H2-D b -Tetramer 
enthalt. 



17. Komplex nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dafl das genannte 
20 MHC-Klasse I Molekiil ein humanes oder murines MHC-Klasse I Mole- 

kiil, insbesondere ein von C57B1/6 Mausen abgeleitetes MHC-Klasse I 
Molekiil ist. 



18. Verfahren zum in vitro Nachweis der Aktivierung von T-Zellen durch 
25 mindestens eine Verbindung, enthaltend ein T-Zell-Epitop gemaB einem 

der Anspriiche 1-4, das folgende Schritte enthalt: 

a) Stimulation von Zellen mit mindestens einer genannten Verbindung; 
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b) Zugabe von mindestens einer Zieizelle, die ein T-Zell-Epitop gemaB 
einem der Anspriiche 1-4 prasentiert oder eines Komplexes gemaB ei- 
nem der Anspruche 15-17, und 

c) Bestimmung der Aktivierung von T-Zellen. 

5 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daO es nach Schritt 
a) folgenden zusatzlichen Schritt a') enthalt: 

a') Cokultivierung der Zellen flir ca. 12 Tage, insbesondere mindestens 
ca. 5 Tage mit: 

10 (i) mindestens einer Zieizelle beladen mit einer Verbindung gemaB 

einem der Anspruche 5-8, mindestens einem Komplex gemaB ei- 
nem der Anspruche 15-17, mindestens einem Capsomer, minde- 
stens einem stabilen Capsomer, mindestens einem VLP, minde- 
stens einem CVLP, und/oder mindestens einem Virus, 

15 (ii) mindestens einem Komplex gemaB einem der Anspruche 15-17, 

(iii) und/oder mindestens einer Zieizelle, die ein T-Zell-Epitop gemaB 
einem der Anspruche 1 -4 prasentiert, 

bevor sich Schritt b) anschlieBt. 



20 20. Verfahren zur Herstellung einer Zieizelle nach einem der Anspruche 11, 
13, 14, 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, dafl die Zieizelle mit minde- 
stens einer Verbindung gemaB einem der Anspruche 5-8 und/oder minde- 
stens einem Komplex gemaB einem der Anspruche 15-17 enthaltend ein T- 
Zell-Epitop gemaB einem der Anspruche 5-8, inkubiert wird. 

25 

21. Verfahren zur Herstellung einer Zieizelle nach einem der Anspruche 11, 
12, 14, 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, daB die Zielzellen mit einer 
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Nukleinsaure gemaB Anspruch 9 und/oder einem Vektor gemaB Anspruch 
10 transfiziert, transformiert und/oder infiziert wird. 

22. Verfahren zur Herstellung einer Zielzelle nach Anspruch 20 oder 21, da- 
5 durch gekennzeichnet, daB die Zielzelle eine B-Zelle, ein Makrophage, ei- 

ne Dendritische Zelle, eine embryonale Zelle, ein Fibroblast, eine B16F10- 
, eine B6-, eine C3-, eine EL4-, eine RMA- oder eine RMA-S-Zelle ist. 

23. Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, daB an- 
10 stelle von Schritt a) folgender Schritt a") durchgefuhrt wird: 

a") Gewinnung und Preparation von Proben enthaltend T-Zellen und an- 
schlieBende Kultivierung. 

24. Testsystem zum in vitro Nachweis der Aktivierung von T-Zellen enthal- 
15 tend: 

a) mindestens ein T-Zell-Epitop gemaB einem der Anspriiche 1-4, 
mindestens eine Verbindung gemaB einem der Anspriiche 5-8, 
mindestens einen Vektor gemaB Anspruch 10, mindestens eine 
Zelle gemaB einem der Anspriiche 11-14, und/oder mindestens ei- 

20 nen Komplex gemaB einem der Anspriiche 15-17, und 

b) Effektorzellen des Immunsystems, vorzugsweise T-Zellen, insbe- 
sondere zytotoxische T-Zellen oder T-Helferzellen. 

25. Verwendung mindestes eines T-Zell-Epitops gemaB einem der Anspriiche 
25 1-4 mindestens einer Verbindung gemaB einem der Anspriiche 5-8, minde- 
stens eines Vektors gemaB Anspruch 10, mindestens einer Zelle gemaB ei- 
nem der Anspriiche 11-14, und/oder mindestens eines Komplexes gemaB 
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einem der Anspriiche 15-17 zur Auslosung oder zum Nachweis einer Im- 
munantwort. 

26. Arzneimittel oder Diagnostikum enthaltend mindestens eine Verbindung 
5 gemaB einem der Anspriiche 5-8, mindestens einen Vektor gemaB An- 

spruch 10, mindestens eine Zelle gemaB einem der Anspriiche 11-14, 
und/oder mindestens einen Komplex gemaB einem der Anspriiche 15-17 
und gegebenenfalls einen pharmazeutisch akzeptablen Trager. 



10 27. Arzneimittel oder Diagnostikum nach Anspruch 26, dadurch gekennzeich- 
net, daB mindestens eine Verbindung gemaB einem der Anspriiche 5-8, 
mindestens ein Vektor gemaB Anspruch 10, mindestens eine Zelle gemaB 
einem der Anspriiche 11-14, und/oder mindestens ein Komplex gemaB ei- 
nem der Anspriiche 15-17 in Losung vorliegt, an eine feste Matrix gebun- 

15 den ist, und/oder mit einem Adjuvans versetzt ist. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> MediGeneAG 

< 1 1 0> Deutsches Krebsforschungszentrum 



5 <120> Zytotoxische T-Zellepitope des Papillomavirus Ll-Proteins und ihre Ver- 
wendung in Diagnostik und Therapie 



<150> 19925235.1 

<151> 1999-06-01 

10 

<160> 17 



<1 70> MS Word 97/Windows NT 



15 <210> 1 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Humanes Papillomavirus Typ 16 

<400> 1 

20 Ala Gin He Phe Asn Lys Pro Tyr Trp 9 
1 

<210> 2 

<2ll> 9 

25 <212> PRT 

<213> Humanes Papillomavirus Typ 16 

<400> 2 

Ala Gly Val Asp Asn Arg Glu Cys He 9 
1 
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2 



<210> 3 

<211> 9 

5 <212> PRT 

<2 1 3> Influenzavirus Typ A 

<400> 3 

Ala Ser Asn Glu Asn Met Glu Thr Met 
1 

10 

<210> 4 

<2U> 8 

<212> PRT 

<2 1 3> Humanes Papillomavirus Typ 1 6 

15 <400> 4 

Gly Ala Met Asp Phe Thr Thr Leu 8 

1 

<210> 5 

20 <211> 8 

<212> PRT 

<2 1 3> Humanes Papillomavirus Typ 1 6 

<400> 5 

Gly Asp Ser Leu Phe Phe Tyr Leu 8 
25 1 

<210> 6 

<211> 8 
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<212> PRT 

<213> Humanes Papillomavirus Typ 16 

<400> 6 

Met Gin Val Thr Phe He Tyr He 8 
5 1 

<210> 7 

<211> 8 

<212> PRT 

10 <213> Humanes Papillomavirus Typ 16 

<400> 7 

Val Tyr His He Phe Phe Gin Met 8 
1 

15 <210> 8 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Humanes Papillomavirus Typ 16 

<400> 8 

20 Val His Thr Gly Phe Gly Ala Met 8 
1 

<210> 9 

<211> 8 




THIS PAGE BLANK iuspto) 



WO 00/73464 „ PCT/EP00/0S005 



<212> PRT 

<213> Human es Papillomavirus Typ 16 

<400> 9 

Lys Tyr Pro Asp Tyr He Lys Met 8 
5 1 

<210> 10 

<211> 8 

<212> PRT 

10 <213> Humanes Papillomavirus Typ 16 

<400> 10 

Val Thr Phe lie Tyr He Leu Val 8 
1 

15 <210> 11 

<211> 8 

<212> PRT 

<2 1 3> Humanes Papillomavirus Typ 1 6 

<400> 11 

20 Leu Glu Asp Thr Tyr Arg Phe Val 8 
1 

<210> 12 

<211> 8 
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<212> PRT 

<213> Humanes Papillomavirus Typ 16 
<400> 12 

Gly Asn Gin Leu Phe Val Thr Val 8 



<210> 13 

<211> 8 

<212> PRT 

10 <213> Humanes Papillomavirus Typ 1 6 

<400> 13 

Lys Lys Tyr Thr Phe Val Thr Val 8 
1 

15 <210> 14 

<211> 8 

<212> PRT 

<2 1 3> Humanes Papillomavirus Typ 1 6 

<400> 14 

20 Glu Asn Asp Val Asn Tyr His He 8 
1 



5 



<210> 15 
<211> 9 
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<212> PRT 

<213> Humanes Papillomavirus Typ 16 
<400> 15 

Ala Gly Val Asp Asn Arg Glu Cys He 9 
5 1 



<210> 16 

<2ll> 10 

<212> PRT 

10 <213> Humanes Papillomavirus Typ 16 

<400> 16 

Thr Val Gly Glu Asn Val Pro Asp Asp Leu 10 
1 



15 <210> 17 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Humanes Papillomavirus Typ 16 

<400> 17 

20 Tyr Lys Asn Thr Asn Phe Lys Glu Tyr Leu 10 
1 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



INTERNATIOr^ SEARCH REPORT 



■atloi^^Bucatlen No 

PCT/EPBO/05005 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER , . _ 

IPC 7 C12N15/37 C07K14/025 C12N5/22 
G01N33/68 C12N15/62 



A61K38/16 A61K39/12 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 C07K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, BIOSIS, MEDLINE, STRAND 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



GB 2 279 651 A (BRITISH TECH GROUP) 
11 January 1995 (1995-01-11) 
siehe insbesondere SEQ ID NR: 2 und 3 
the whole document 

WO 96 11272 A (MEDIGENE GES FUER 
MOLEKULARBIO ;PAINSTIL JEANETTE (US); 
GISSMANN L) 18 April 1996 (1996-04-18) 
the whole document 

WO 93 02184 A (UNIV QUEENSLAND ;CLS LTD 

(AU)) 4 February 1993 (1993-02-04) 

cited in the application 

siehe insbesondere Peptide 17, 33 und 34 

(Tabelle 1) 

the whole document 

-/-- 



1-15, 
18-27 



1-15, 

20-22, 

24-27 



1-8,11, 
15-17,25 



0 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



Patent family members are listed in annex. 



° Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E" earlier document but published on or after the international 
filing date 

°L" document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

'O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



12 September 2000 



Date of mailing of the international search report 



19/09/2000 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 581 8 Patentlaan 2 
NL -2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (431-70) 340-3016 



Authorized officer 



Oderwald, H 



Form PCT/IS A/210 (second sheet) (July 1992) 



page 1 of 2 



INTERN l^bNAL SEARCH REPORT 



latlonal Application No 

F>CT/EP 00/05005 



C(Contlnuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° Citation of document with indication, where appropriate. of the relevant passages 



Relevant to daim No. 



WO 99 18220 A (GISSMANN LUTZ ;UNIV LOYOLA 
CHICAGO (US); MUELLER MARTIN (US)) 
15 April 1999 (1999-04-15) 
the whole document 

S -Y CHAN ET AL: "Phylogenetic analysis 
of 48 papillomavirus types and 28 subtypes 
and variants: a showcase of the molecular 
evolution of DNA viruses" 
JOURNAL OF VIROLOGY, US, NEW YORK, US, 
vol. 66, no. 10, 

1 October 1992 (1992-10-01), pages 
5714-5725, XP002094682 
ISSN: 0022-538X 
abstract; figures 2,6 



1-4,25 



1-4 



Form PCT/ISAJ210 (continuation of second sheet) (July 1992) 



page 2 of 2 



INTERNATION^PSEARCH REPORT 



ii naUot^^Hllcatlon No 

PCT/EP 00/05005 



Patent document 


Publication 




Patent family 




Publication 


cited in search report 


date 




member(s) 




date 


GB 2279651 A 


11-01-1995 


AU 


7040594 


A 


24-01-1995 






CA 


2166333 


A 


12-01-1995 






CD 

tr 


U/UObOO 


A 

A 


1 7—0/1 — 1 OA£ 

l/— u**— iyyo 






WO 


acai OT/i 


A 

A 


1 9— Al 1 AAC 

iz-ui— lyyb 






ID 
JP 


OCl O Ail C 

8blZU4b 




17 lO 1 A A£ 

1/-1Z-1990 






MT 

NZ 


Zo/ooZ 


A 

A 


Zo-10-199o 


W0 9611272 A 


1 o ft J| 1 rtrt^ 

18-04-1996 


Dt 


/i vi oc aat 
4435907 


A 

A 


11-U4-199D 






r\ r~ 

DE 


1 AC OC7C O 

1952o/bZ 


A 


OO A 1 1 OAT 

Zi-01-1997 






AU 


A OTA 1 A£ 

42/Uiyo 


A 

A 


AO— AC 1 QQC 

uz-ub— iyyo 






CA 


2202090 


A 


18-04-1996 






DE 


4447664 


C 


15-04-1999 






CD 

tr 


AOAOTAA 

uouy/uu 


A 

A 


uj— i^— iyy / 






ID 
JP 


*11C A/1 OA 1 

llb04oUl 


T 


T 1 AC 1 AAA 






1 IC 

US 


00oooZ4 


A 

A 


Zo~Ub— ZUUU 






DE 


29521486 


u 


30-04-1997 


WO 9302184 A 


04-02-1993 


All 

AU 




Q 

D 


OQ AT— 1 QQ/I 

zo— u/— iyy4 






EP 


059593b 


A 
A 


1 1 AC 1 A A /I 

i l— Ob— iyy4 






JP 


7505042 


T 


08-06-1995 






SG 


48769 


A 


18-05-1998 


WO 9918220 A 


15-04-1999 


AU 


9684698 


A 


27-04-1999 






EP 


1021547 


A 


y\ /»■■ *\ ^ ft ft ft ft 

26-07-2000 






NO 


20001768 


A 


02-06-2000 















Form PCT/1SA&10 (patent family annex) (Juty 1992) 



THIS PAGE BLANK (USPTO) 



INTERN ATI O N ALER 



IERCHENBERICHT 



/latkx^Q^k 



'ktenzotchen 

PCT/EPTO/05005 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12N15/37 C07K14/025 C12N5/22 
G01N33/68 C12N15/62 



A61K38/16 A61K39/12 



Nach der International en Patentklassifikatton (IPK) Oder nach der nationaien Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbde ) 

IPK 7 C07K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen. soweit diese unter die recherchierten Gebtete fallen 



Wan rend der intemationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, BIOSIS, MEDLINE, STRAND 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTER LAG EN 



Kategorie" Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



GB 2 279 651 A (BRITISH TECH GROUP) 
11. Januar 1995 (1995-01-11) 
siehe insbesondere SEQ ID NR: 2 und 3 
das ganze Dokument 

WO 96 11272 A (MEDIGENE GES FUER 
MOLEKULARBIO ;PAINSTIL JEANETTE (US); 
GISSMANN L) 18. April 1996 (1996-04-18) 
das ganze Dokument 

WO 93 02184 A (UNIV QUEENSLAND ;CLS LTD 

(AU)) 4. Februar 1993 (1993-02-04) 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe insbesondere Peptide 17, 33 und 34 

(Tabelle 1) 

das ganze Dokument 

-/— 



1-15, 
18-27 



1-15, 
20-22 , 
24-27 



1-8,11, 
15-17,25 



m 



Weitere Veroffentlichungen sind der Forts etzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



9 Besondere Kategorien von angegebenen Verotientlichungen 

"A - Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E* al teres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Priori tatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. oder durch die das Veroff entl ichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die a us einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf etne mundliche Often ba rung, 

eine Benutzung. eine Ausstellung Oder andere MaBnahmen bezieht 

■p" Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum. aber nach 
dem beanspruchten Priori tatsdatum veroffentlicht worden ist 



T" Spate re Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Priori tatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeiiegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 
"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 
Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht ais auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen cfieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Facnmann naheliegend ist 
Veroff entiichiing, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



12. September 2000 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 



19/09/2000 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 581 8 Paten ttaan 2 
NL-2280HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx, 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



BevoHmachtigter Bediensteter 



Oderwald, H 



Fonmblatt PCTflS A/210 (Btatt 2) (Jul 1 982) 



Seite 1 von 2 



BSTERNATIO 



RECHERCHENBERICHT 



(rationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/05005 



C(Fbrtsetzung) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UMTERLAGEN 



Kateoc rie° Be2eichnung der Veroffentlichung, soweit erfordertich untor Angabe dor in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



W0 99 18220 A (GISSMANN LUTZ ;UNIV LOYOLA 
CHICAGO (US); MUELLER MARTIN (US)) 
15. April 1999 (1999-04-15) 
das ganze Dokument 

S -Y CHAN ET AL: "Phylogenetic analysis 
of 48 papillomavirus types and 28 subtypes 
and variants: a showcase of the molecular 
evolution of DNA viruses" 
JOURNAL OF VIROLOGY, US, NEW YORK, US, 
Bd. 66, Nr. 10, 

1. Oktober 1992 (1992-10-01), Seiten 
5714-5725, XP002094682 
ISSN: 0022-538X 

Zusammenf assung; Abbildungen 2,6 



1-4,25 



1-4 



Formbtatt PCT/1SA/210 (Fortsetzung von Btatt 2) (Juli 1992) 



Seite 2 von 2 



INTERNATIONALE!* 



iRCHENBERICHT 



[tenzeichen 

PCT/EP~~00/05005 



lm R©ch6fch©nb©richt 


1 Datum der 


Mrtglied(er) der 




Datum der 


angefuhrtes Patentdokument 


1 Veroffentlichung 




Patenttamilie 




Veroffentlichung 


GB 2279651 A 


11-01-1995 


AU 


7040594 


A 


24-01-1995 






CA 


2166333 


A 


12-01-1995 






EP 


0706533 


A 


1 ^ ft A "I rtrt^ 

17-04-1996 






WO 


9501374 


A 


12-01-1995 






JP 


8512045 


T 


17-12-1996 






NZ 


267682 


A 


28-10-1996 


WO 9611272 A 


18-04-1996 


DE 


4435907 


A 


11-04-1996 






DE 


19526752 


A 


23-01-1997 






All 




A 


02-05-1996 






CA 


2202090 


A 


18-04-1996 






DE 


4447664 


C 


15-04-1999 






EP 


0809700 


A 


ft 0 * i *> i 

03-12-1997 






OP 


11504801 


T 


11-05-1999 






IK 


OUODOtH 


A 


23-05-2000 






DE 


29521486 


U 


30-04-1997 




WO 9302184 A 


04-02-1993 


AU 


651727 


B 


28-07-1994 






CP 

tr 




A 


11-05-1994 






jp 


7505042 


T 


08-06-1995 






SG 


48769 


A 


18-05-1998 


WO 9918220 A 


15-04-1999 


AU 


9684698 


A 


27-04-1999 






EP 


1021547 


A 


26-07-2000 






NO 


20001768 


A 


02-06-2000 



Formbtatt PCT/1SA/210 (Anhang Poten«amil«)(Juli 1892) 



TH/S PAGE BUNK wro, 




to 



VERTRAG UBER LWINTERNATIONALE ZUSAIVpKNARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



REcd 1 o SEp 203J 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNSSBERICHT^ 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
M29186PCT 


siehe Mitteilung iiber die Obersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP00/05005 


Internationales Anmeldedatum{Ta^Mona£/Ja/?/^ 
31/05/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
01/06/1999 


Internationale Patentklassifikation (IPK) oder nationale Klassifikation und iPK 
C12N15/37 


Anmelder 






MEDIGENE AKTIENGESELLSCHAFT et al. 





1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 9 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

H AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 6 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



I 




II 


□ 


111 


□ 


IV 




V 


IS 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens iiber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 



31/10/2000 



Datum der Fertigstetlung dieses Berichts 



06.09.2001 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevolimachtigter Bediensteter 
Lanzrein, M 

Tel. Nr. +49 89 2399 7358 
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I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artiket 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weii sie keine Anderungen enthalten (Regein 70. 16 und 70. 1 7))\ 
Beschreibung, Seiten: 

1-31 ursprungliche Fassung 

Patentanspriiche, Nr.: 

1_27 eingegangen am 04/04/2001 mit Schreiben vom 02/04/2001 

Zeichnungen, Blatter: 

1/5-5/5 ursprtingliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

39-44, in der ursprunglich eingereichten Fassung. 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefiihrt worden, das: 

IS in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftiichen 
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Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vprgelegt. 



4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



Beschreibung, 

Anspruche, 

Zeichnungen, 



Seiten: 



□ 



Nr.: 



□ 



Blatt: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die sofche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

IV. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

□ weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

2. □ Die Behorde hat festgestellt, daf3 das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist, und hat 

gemaB Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordern. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, da3 das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regeln 13.1 , 13.2 
und 13.3 

□ erfullt ist 

H aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 
siehe Beiblatt 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine internationale vorlaufige Prufung fur folgende Teile der 
internationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

S alle Teile. 

□ die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. beziehen. 
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V Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 9, 10, 12 

Nein: Anspruche 1-8, 11, 13-27 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 9, 10, 12 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1 -27 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen Oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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Es wird auf folgendes Dokument verwiesen: 

D1 : GB-A-2 279 651 (BRITISH TECH GROUP) 1 1 . Januar 1 995 (1 995-01 -1 1 ) 
D2: WO 93 02184 A (UNIV QUEENSLAND ;CLS LTD (AU)) 4. Februar 1993 (1993- 
02-04) in der Anmeldung erwahnt 



Zu Punkt IV 

Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Die mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behdrde ist der Ansicht, 
dass die vorliegende Anmeldung die Erfordernisse bezuglich der Einheitlichkeit der 
Erfindung im Sinne von Art. 34(3) PCT und Regel 13.1 PCT nicht erfullt. 

Die verschiedenen Erfindungen/Gruppen von Erfindungen sind: 

1) T-Zell Epitop AQIFNKPYW (L1 330.333), Varianten, Homologe, Fusionsproteine, 
entsprechende DNA und Vektoren, Zellen welche das Epitop prasentieren, 
Komplex, Verfahren zum in vitro Nachweis der Aktivierung von T-Zellen mithilfe 
des Epitops, Arzneimittel enthaltend das Epitop. 

2) T-Zell Epitop AGVDNRECI (L1 165 . 173 ), Varianten, Homologe, Fusionsproteine, 
entsprechende DNA und Vektoren, Zellen welche das Epitop prasentieren, 
Komplex, Verfahren zum in vitro Nachweis der Aktivierung von T-Zellen mithilfe 
des Epitops, Arzneimittel enthaltend das Epitop. 

Infolge der Regel 13.1 PCT darf sich die Internationale Anmeldung "nur auf eine 
Erfindung oder eine Gruppe von Erfindungen beziehen, die so zusammenhangen, dass 
sie eine einzige allgemeine erfinderische Idee verwirklichen". Dabei sollte ein 
technischer Zusammenhang im Sinne der Regel 13.2 PCT bestehen, der in einem oder 
mehreren gleichen oder entsprechenden besonderen technischen Merkmal/en zum 
Ausdruck kommt. Die erfinderische Idee bzw. die besonderen technischen Merkmale 
mussen gegeniiber dem Stand der Technik neu und nicht nahegelegt sein. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 




THIS PAGE BLANK (USPTO) 




INTERN ATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/05005 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT _ 

Aus den folgenden Grunden ist diese Erfordemis bei den obengenannten angeblichen 
Erfindungen/Gruppen nicht erfullt: 

Das gemeinsame erfinderische Konzept der angeblichen Erfindungen ist die 
Herstellung und Verwendung von T-Zell Epitopen aus dem HPV 16 L1 Protein. Solche 
Epitope sowie deren Herstellung und Verwendung sind bereits bekannt aus D1. Die 
Epitope und Peptide in D1 stammen sogar aus der gleichen Region von L1 wie das 
Epitop der angeblichen Erfindung 1). 

Da es keine weiteren gemeinsame besondere technische Merkmale gibt, mussen die 
beiden Epitope als separate Erfindungen angesehen werden. 

Angesichts der Neuheitseinwande (siehe unten) wurde im Rahmen der vorlaufigen 
internationalen Prufung auf die Erhebung zusatzlicher Gebuhren verzichtet. 
Im Falle von regionalen Anmeldungen muss aber mit Einheitlichkeitseinwanden 
gerechnet werden. 

Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1 . Die vorliegende Anmeldung betrifft Papillomavirus T-Zell Epitope aus dem L1 
Kapsidstrukturprotein von HPV 16. 

Mause wurden mit L1-VLP (Virusahnliche Partikel enthaltend eine 
Deletionsmutante von L1) , L1-CVLP (chimare Partikel) oder C3-Zellen (mit HPV 
16 und ras transformiert) geimpft. Es wird gezeigt, dass Milzzellen aus den L1- 
VLP oder L1-CVLP geimpften Mausen die L1 165 . 173 prasentierende Zellen lysieren, 
jedoch nicht die L1 3 3 0 _3 38 prasentierenden Zellen. 
Milzzellen aus C3 geimpften Mausen waren in der Lage, auch L1 330.33s 
prasentierende Zellen zu lysieren. 

Es wird also gezeigt, dass sowohl L1 165 . 173 als auch L1 330 _33 8 zytotoxische T-cell 
Epitope darstellen. 
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2. Die vorliegende Anmeldung erfullt nicht die Erfordernisse des Artikels 33(2) PCT, 
weil der Gegenstand der Anspruche 1-8, 1 1 , 13-27 nicht neu ist. 

2.1 Das Dokument D1 zeigt, dass die Region 31 1-345 des HPV 16 L1 Proteins als T- 
Zell Epitop wirkt. 3 spezifische Peptide von je 15 Aminosauren Lange aus dieser 
Region stimulieren die Proliferation von T-Zellen aus Patienten mit Cervix 
Displasien (Tabeile 1, 2). Es wird auch vorgeschlagen, Fusionsproteine mit den 
genannten Peptiden herzustellen sowie andere chemische Verbindungen daran 
zu koppeln (Seite 7, Linie 20 - Seite 8 Linie 35). Die Peptide von D1 sind zur 
Therapie in HPV-assoziierten Krankheiten zu verwenden (z. B. Anspruch 1). 
Insofern als sich die Produktanspriiche 1-8, 26, 27 auf Varianten, Homologe etc. 
beziehen, sind die Peptide gemass Seq Id No 2 und 3 aus D1 neuheitsschadlich, 
denn die Sequenzen iiberlappen mit dem Peptid L1 330.338 aus der vorliegenden 
Anmeldung. 

D1 beschreibt auch einen Test zur Ermittlung der spezifischen T-Zell Antwort 
(Seiten 13-15). Dabei werden die zu testenden Peptide mit autologen APC's und 
den kultivierten T-Zellen aus den Patienten fur 3 Tage inkubiert und darauf wird 
die T-Zell Proliferation gemessen (fur weitere 18 Stunden). 
Diese Offenbarungen sind neuheitsschadlich fur die Anspruche 11-17, 20-23, 25 
denn der Test in D1 beruht auf der Komplexbildung der Peptide mit MHC in den 
Antigen prasentierenden Zellen (APC's). 

Das Verfahren der Anspruche 18, 19, 24 ist durch die Testmethode aus D1 auch 
vorweggenommen. 

2.2 Das Peptid AGVDNRECI (L1 165 , 173 ) stammt aus einer Region von L1 , welche noch 
nicht als T-Zell Epitop beschrieben wurde. D2 beschreibt ein 15 Aminosauren 
langes Peptid (Table 1: Peptid 17) enthaltend die Sequenz von L1 165 . 173 . Die 
Wirkung des Peptides als B-Zell Epitop wird beschrieben (Fig. 9). Die in der 
vorliegenden Anmeldung offenbarte Funktion als T-Zell Epitop wird in D2 jedoch 
nicht offenbart. Diese Funktion wird auch in keiner Anderen der zitierten 
Entgegenhaltungen beschrieben. Das spezifische Peptid kann also als neu und 
erfinderisch angesehen werden. 

Die Ausweitung des Gegenstands der Anspruche auf Varianten, Homologe etc. 
fuhrt jedoch dazu, dass der Gegenstand der Produktanspriiche betreffend L1 165 . 173 
nicht neu ist gegenuber dem Peptid 17 aus D2. Obschon die T-Zell Epitop 
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Wirkung in D2 nicht beschrieben wurde, ist das Produkt an sich dasselbe. Wie in 
den PCT Richtlinien (Sektion IV: 111-4.8 und IV-7.6) dargelegt, wird ein bekanntes 
Produkt nicht dadurch neu, dass eine neue Verwendung oder ein neues Merkmal 
postuliert wird. In diesem Fall sind nur Verwendungsanspruche des betreffenden 
Produktes gewahrbar. 

Der Produktschutz konnte also nur fur das spezifische Peptid AGVDNRECI, d.h. 
ohne die Erweiterung auf Varianten, Homologe etc., gewahrt werden. 
Verwendungsanspruche hingegen konnten in breiterer Form gewahrt werden. 

3. Die vorliegende Anmeldung erfullt nicht die Erfordernisse des Artikels 33 (3) PCT, 
weil der Gegenstand der Anspruche 9, 10, 12 nicht auf einer erfinderischen Tatig- 
keit beruht. 

3.1 Die Anspruche 9, 10 und 12 betreffen Nukleinsauren, Vektoren sowie transfizierte 
Zellen, Solange die Peptide der Anspruche 5-8 nicht neu und erfinderisch sind, 
kann fur die entsprechenden DNA Anspruche die erfinderische Tatigkeit im Sinne 
von Art. 33 (3) PCT nicht anerkannt werden, denn die rekombinante Expression 
von Peptiden ist eine allseits gelaufige Standardmethode in der Molekularbiologie. 

3.2 Die Neuheitseinwande unter 2. kommen dadurch zustande, dass die Anspruche 
sich auf Varianten, Homologe etc. erstrecken. 

Betrachtet man nur den Gegenstand in Anspruch 1, der gegenuber dem Stand 
der Technik neu ist, namlich die spezifischen Peptide, so ist feststellbar, dass die 
erfinderische Tatigkeit im Sinne von Art. 33 (3) mangelt. 
Ausgehend von D1 , welches als der nachstliegende Stand der Technik 
angesehen wird, war das Peptid L1 3 3 0 _3 38 nahegelegt. In D1 wird namlich schon die 
Epitopenregion abgegrenzt. Diese liegt demnach zwischen den Aminosauren 311 
und 345 und D1 schlagt bereits drei Peptide aus der Region vor. Der Beitrag der 
vorliegenden Anmeldung liegt also darin ein weiteres Peptid aus derselben 
Region herzustellen. Solange jedoch nicht ein spezieller technischer Effekt 
vorliegt, welcher das Peptid der Anmeldung gegenuber denjenigen aus D1 
auszeichnet, handelt es sich nur um eine zufallige Auswahl aus mehreren 
Moglichkeiten, welche nicht als erfinderisch angesehen werden kann. 
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Das Peptid L1 16 5. 17 3 ist im Unterschied zu L1 33^333 nicht als T * zel1 Epitop 
nahegelegt (siehe unter 2.2) und deshalb konnen die Teile der Anspruche, welche 
sich auf dieses spezifische Peptid beziehen, als erfinderisch im Sinne von Art 33 
(3) PCT angesehen werden. 



Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

1. Der Begriff "kein naturlich vorkommendes L1 Protein" in Anspruch 5 ist unklar. Urn 
zu entscheiden, ob ein gegebenes Protein naturlich vorkommt, musste man alle 
nattirlichen Sequenzen kennen. Dies ist jedoch nicht moglich angesichts der 
bekannterweise hohen Mutationsraten bei Viren. 

2. Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande des vorliegenden Anspruchs 
25 gewerblich anwendbar sind, gibt es in den PCT-Vertragsstaaten keine 
einheitlichen Kriterien. Die Patentierbarkeit kann auch von der Formulierung der 
Anspruche abhangen. Das EPA beispielsweise erkennt den Gegenstand von 
Anspruchen, die auf die medizinische Anwendung einer Verbindung gerichtet 
sind, nicht als gewerblich anwendbar an; es konnen jedoch Anspruche zu- 
gelassen werden, die auf eine bekannte Verbindung zur erstmaligen 
medizinischen Anwendung und die Verwendung einer solchen Verbindung zur 
Herstellung eines Arzneimittels fur eine neue medizinische Anwendung gerichtet 
sind. 
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PCT/EPOO/05005 2. April 2001 

MediGene Aktiengesellschaft M29 1 86PCT BO/DLh/pvc 

Deutsches Krebsforschungszentrum 



Patentanspriiche 



L T-Zell-Epitop mit einer Aminosauresequenz AQIFNKPYW, 
5 AGVDNRECI, und/oder eine funktionell aktive Variante davon. 



2. T-Zell-Epitop nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die genannte 
Variante eine Sequenzhomologie zu AQIFNKPYW oder AGVDNRECI 
von mindestens 65%, vorzugsweise mindestens 75% und insbesondere 
10 mindestens 85% auf Aminosaureebene besitzt 



3. T-Zell-Epitop nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl die genannte 
Variante eine strukturelle Homologie zu AQIFNKPYW oder 
AGVDNRECI hat. 

15 

4. T-Zell-Epitop nach einem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet, 
daB das T-Zell-Epitop ein zytotoxisches T-Zell-Epitop ist. 



5. Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop nach einem der Anspruche 1 bis 
20 4, wobei die Verbindung kein natiirlich vorkommendes LI -Protein, d.h. 

ein natiirlich vorkommendes LI -Protein, an dem selbst oder in dessen 
Nukleotid- und/oder Aminosauresequenz genetische Veranderungen vor- 
genommen wurden, eines Papillomavirus und keine ausschlieBlich N- 
terminale oder ausschlieBlich C-terminale Deletionsmutante eines natur- 
25 lich vorkommenden LI -Proteins eines Papillomavirus ist. 
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Verbindung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbin- 
dung ein Polypeptid, insbesondere ein Fusionsprotein ist. 

Verbindung nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, dafl die 
Verbindung ein Polypeptid von mindestens 50 Aminosauren, vorzugswei- 
se von mindestens 35 Aminosauren, insbesondere von mindestens 20 A- 
minosauren und in besonders bevorzugter Weise von mindestens 10 Ami- 
nosauren Lange ist. 

Verbindung nach einem der Anspriiche 5-7, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Verbindung eine chemische, radioaktive, nicht radioaktive Isotopen 
und/oder Fluoreszenzmarkierung des T-Zell-Epitops und/oder des ge- 
nannten Fusionsproteins, und/oder eine chemische Modification des T- 
Zell-Epitops und/oder Fusionsproteins enthalt 

Nukleinsaure, dadurch gekennzeichnet, daB sie fur ein T-Zell-Epitop oder 
eine Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop gemaB einem der Anspriiche 
5-8 kodiert. 

Vektor, insbesondere ein Expressionsvektor, dadurch gekennzeichnet, daB 
er eine Nukleinsaure gemaB Anspruch 9 enthalt. 

Zelle, dadurch gekennzeichnet, daB sie mindestens ein T-Zell-Epitop ge- 
maB einem der Anspriiche 5-8 enthalt, vorzugsweise prasentiert. 
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12. Zelle nach Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Zelle mit einer 
Nukleinsaure gemaB Anspruch 9 und/oder einem Vektor gemaB Anspruch 
10 transfiziert, transformiert, und/oder infiziert ist 

13. Zelle nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Zelle mit min- 
destens einer Verbindung gemafi einem der Anspriiche 5-8 und/oder min- 
destens einem Komplex gemaB einem der Anspriiche 15-17 enthaltend ein 
T-Zell-Epitop gemaB einem der Anspriiche 5-8, inkubiert wurde. 

14. Zelle nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, dafl die Zelle 
eine B-Zelle, ein Makrophage, eine Dendritische Zelle, eine embryonale 
Zelle, ein Fibroblast, eine B16F10-, eine B6-, eine C3-, eine EL4-, eine 
RMA- oder eine RMA-S-Zelle ist. 

15. Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitope gemaB einem der Anspriiche 1-4 
oder eine Verbindung gemaB einem der Anspriiche 5-8 und mindestens ei- 
ne weitere Verbindung. 

16. Komplex nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB der Komplex 
mindestens ein MHC-Klasse I-Molekul, vorzugsweise als H2-D b -Tetramer 
enthalt. 

17. Komplex nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB das genannte 
MHC-Klasse I Molekiil ein humanes oder murines MHC-Klasse I Mole- 
kttl, insbesondere ein von C57B1/6 Mausen abgeleitetes MHC-Klasse I 
Molekiil ist. 
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Verfahren zum in vitro Nachweis der Aktivierung von T-Zellen durch 
mindestens eine Verbindung, enthaltend ein T-Zell-Epitop gemafi einem 
der AnsprUche 1-4, das folgende Schritte enthalt: 

a) Stimulation von Zellen mit mindestens einer genannten Verbindung; 

b) Zugabe von mindestens einer Zielzelle, die ein T-Zell-Epitop gemaB 
einem der Anspruche 1-4 prasentiert oder eines Komplexes gemaB ei- 
nem der Anspruche 15-17, und 

c) Bestimmung der Aktivierung von T-Zellen. 

Verfahren nach Anspruch 1 8, dadurch gekennzeichnet, daB es nach Schritt 
a) folgenden zusatzlichen Schritt a c ) enthalt: 

a*) Cokultivierung der Zellen fiir ca. 12 Tage, insbesondere mindestens 5 
Tage mit: 

(i) mindestens einer Zielzelle beladen mit einer Verbindung gemaB 
einem der Anspruche 5-8, mindestens einem Komplex gemaB ei- 
nem der Anspruche 15-17, mindestens einem Capsomer, mindes- 
tens einem stabilen Capsomer, mindestens einem VLP, mindes- 
tens einem CVLP, und/oder mindestens einem Virus, 

(ii) mindestens einem Komplex gemaB einem der Anspruche 15-17, 

(iii) und/oder mindestens einer Zielzelle, die ein T-Zell-Epitop gemaB 
einem der Anspruche 1 -4 prasentiert, 

bevor sich Schritt b) anschlieBt. 

Verfahren zur Herstellung einer Zielzelle nach einem der AnsprUche 11, 
13, 14, 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, daB die Zielzelle mit mindes- 
tens einer Verbindung gemaB einem der Anspruche 5-8 und/oder mindes- 
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tens einem Komplex gemafl einem der Anspriiche 1 5-1 7 enthaltend ein T- 
Zell-Epitop gemaB einem der Anspriiche 5-8, inkubiert wird. 

21. Verfahren zur Herstellung einer Zielzelle nach einem der Anspriiche 11, 
5 12, 14, 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, daB die Zielzellen mit einer 

Nukleinsaure gemaB Anspruch 9 und/oder einem Vektor gemaB Anspruch 
10 transfiziert, transformiert und/oder infiziert wird. 



22. Verfahren zur Herstellung einer Zielzelle nach Anspruch 20 oder 21, da- 
10 durch gekennzeichnet, daB die Zielzelle eine B-Zelle, ein Makrophage, ei- 

ne Dendritische Zelle, eine embryonale Zelle, ein Fibroblast, eine B16F10- 
, eine B6-, eine C3-, eine EL4-, eine RMA- oder eine RMA-S-Zelle ist. 



23. Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, daB an- 
15 stelle von Schritt a) folgender Schritt a'*) durchgefiihrt wird: 

a") Gewinnung und Praparation von Proben enthaltend T-Zellen und an- 
schlieBende Kultivierung. 



24. Testsystem zum in vitro Nachweis der Aktivierung von T-Zellen enthal- 
20 tend: 

a) mindestens ein T-Zell-Epitop gemaB einem der Anspriiche 1-4, 
mindestens eine Verbindung gemaB einem der Anspriiche 5-8, 
mindestens einen Vektor gemaB Anspruch 10, mindestens eine 
Zelle gemaB einem der Anspriiche 11-14, und/oder mindestens ei- 

25 nen Komplex gemaB einem der Anspriiche 15-17, und 

b) Effektorzellen des Immunsystems, vorzugsweise T-Zellen, insbe- 
sondere zytotoxische T-Zellen oder T-Helferzellen. 
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Verwendung mindestes eines T-Zell-Epitops gemafi einem der Anspriiche 
1-4 mindestens einer Verbindung gemafi einem der Anspriiche 5-8, min- 
destens eines Vektors gemafi Anspruch 10, mindestens einer Zelle gemafi 
einem der Anspriiche 11-14, und/oder mindestens eines Komplexes gemafi 
einem der Anspriiche 15-17 zur Auslosung oder zum Nachweis einer Im- 
munantwort. 



Arzneimittel oder Diagnostikum enthaltend mindestens eine Verbindung 
gemSB einem der Anspriiche 5-8, mindestens einen Vektor gemafi An- 
spruch 10, mindestens eine Zelle gemafi einem der Anspriiche 11-14, 
und/oder mindestens einen Komplex gemafi einem der Anspriiche 15-17 
und gegebenenfalls einen pharmazeutisch akzeptablen Trager. 

Arzneimittel oder Diagnostikum nach Anspruch 26, dadurch gekennzeich- 
net, dafi mindestens eine Verbindung gemafi einem der Anspriiche 5-8, 
mindestens ein Vektor gemafi Anspruch 10, mindestens eine Zelle gemafi 
einem der Anspriiche 11-14, und/oder mindestens ein Komplex gemafi ei- 
nem der Anspriiche 15-17 in Losung vorliegt, an eine feste Matrix gebun- 
den ist, und/oder mit einem Adjuvans versetzt ist. 
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VERTRAG U 
A 



DIE INTERNATIONALE ZUSAlMftlARBEIT 



EM GEBIET DES PATENTWES 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



/ 



Aktenzeichen des An m elders Oder Anwalts 

M29186PCT 


WEITERES siene Mitteilung uber die Ubermrttlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/05005 


Internationales Anmeldedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

31/05/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

01/06/1999 


Anmetder 

MEDIGENE AKTIENGESELLSCHAFT et al . 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehdrde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittett. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _3 Blatter. 

|X| Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berlchts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist 

| | Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behdrde eingereichten Obersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotide und/oder Amlnosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

|X| in der internationalen Anmeldung in Schrif licher Form enthalten ist. 

PH zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

[ | bei der Beh6rde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

| 1 bei der Behdrde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftfiche Sequenzprotokoll nicht Qber den OffenbarungsgehaR der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

I I Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

| | Bestlmmte Anspruche haben slch als nlcht recherchlerbar erwlesen (siehe Feld I). 
| | Mangelnde Elnheltllchkett der Erflndung (siehe Feld II). 



2. 
3. 



Hinsichtlich der Bezelchnung der Erflndung 

[X| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Beh6rde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfaseung 

[Y] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

, , wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behdrde festgesetzt. Der 

| J Anmelder kann der Behdrde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. _4 



[X| wie vom Anmelder vorgeschlagen keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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B. RECHERCHIERTE GEBIETE >■ ■ * 

Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C07K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Verdffentlichungen, soweit diese unter die recherchterten Gebiete fallen 
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Betr. Anspruoh Nr. 
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GB 2 279 651 A (BRITISH TECH GROUP) 
11. Januar 1995 (1995-01-11) 
siehe insbesondere SEQ ID NR: 2 und 3 
das ganze Dokument 


1-15, 
18-27 
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WO 96 11272 A (MEDIGENE GES FUER 
M0LEKULARBI0 ;PAINSTIL JEANETTE (US); 
GISSMANN L) 18. April 1996 (1996-04-18) 
das ganze Dokument 


1-15, 

20-22, 

24-27 
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WO 93 02184 A (UNIV QUEENSLAND ;CLS LTD 
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in der Anmeldung erwahnt 

siehe insbesondere Peptide 17, 33 und 34 
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das ganze Dokument 

-/-- 
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15-17,25 



m 



Weitere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamifie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentlichungen 
*A B Verdffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 



"E" 



atteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationaien 
An melded a turn veroffentlicht word en ist 



"L" VerdffentJichung, die geeignet 1st, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu I ass en, oder durch die das Verdffentiichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentlichung belegt werden . Y 
soli oder die a us einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefQhrt) 

"O" Verdffentlichung, die sich auf eine mundliche Off en ba rung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
"P" Verdffentlichung, dievordem intemationaien Anmeldedatum, aber nach 



Spate re Verdffentlichung, die nach dem intemationaien Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht koilidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Verdffentlichung nicht als neu oder auf 
erf inderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verdffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Verdffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

VerdffentJichung, die Mi tg lied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationaien Recherche 

12. September 2000 


Absendedatum des intemationaien Recherchenberichts 

19/09/2000 
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Patent claims 



1. T-cell epitope having an amino acid sequence 
AQIFNKPYW, AGVDNRECI , and/or a functionally active 
variant thereof. 

2. T-cell epitope according to claim 1, characterized 
in that said variant has a sequence homology to 
AQIFNKPYW or AGVDNRECI of at least 65%, preferably 
at least 75% and in particular at least 85% at the 
amino acid level. 

3. T-cell epitope according to claim 1, characterized 
in that said variant is structurally homologous to 
AQIFNKPYW or AGVDNRECI. 

4. T-cell epitope according to any of claims 1-3, 
characterized in that the T-cell epitope is a 
cytotoxic T-cell epitope. 

5. Compound comprising a T-cell epitope according to 
any of claims 1 to 4, wherein the compound is not 
a naturally occurring LI protein, i.e. is a 
naturally occurring LI protein which itself or 
whose nucleotide and/or amino acid sequence has 
been genetically modified, of a papillomavirus and 
not an exclusively N-terminal or an exclusively C- 
terminal deletion mutant of a naturally occurring 
LI protein of a papillomavirus. 

6. Compound according to claim 5, characterized in 
that the compound is a polypeptide, in particular 
a fusion protein. 

7. Compound according to claim 5 or 6, characterized 
in that the compound is a polypeptide of at least 
50 amino acids, preferably of at least 35 amino 
acids, in particular of at least 20 amino acids 
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and particularly preferably of at least 10 amino 
acids , in length . 

8. Compound according to any of claims 5-7, 
characterized in "that the ; ' -compound contains a 
chemical, radioactive, nonradioactive isotope 
and/or fluorescent label of the T-cell epitope 
and/or of said fusion protein, and/or a chemical 
modification of the T-cell epitope and/or fusion 
protein . 



9. Nucleic acid, characterized in that it codes for a 
T-cell epitope or a compound containing a T-cell 
epitope according to any of claims 5-8. 

10. Vector, in particular an expression vector, 
characterized in that it contains a nucleic acid 
according to claim 9 . 

11. Cell, characterized in that it contains, 
preferably presents, at least one T-cell epitope 
according to any of claims 5-8. 

12. Cell according to claim 11, characterized in that 
the cell is transfected, transformed and/or 
infected with a nucleic acid according to claim 9 
and/or a vector according to claim 10. 



13. Cell according to claim 11, characterized in that 
the cell was incubated with at least one compound 
according to any of claims 5-8 and/or at least one 
complex according to any of claims 15-17 
containing a T-cell epitope according to any of 
claims 5-8. 



Cell according to claim 11 or 12, characterized in 
that the cell is a B cell, a macrophage, a 
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dendritic cell, an embryonic cell, a fibroblast, a 
B16F10, a B6, a C3, an EL4 , a RMA or a RMA-S cell. 

15. Complex comprising a T-cell epitope according to 
any of claims 1-4 or a compound according to any 
of claims 5-8 and at least one further compound. 

16. Complex according to claim 15, characterized in 
that the complex contains at least one MHC class I 
molecule, preferably as H2-D b tetramer. 

17. Complex according to claim 16, characterized in 
that the said MHC class I molecule is a human or 
murine MHC class I molecule, in particular an MHC 
class I molecule derived from C57B1/6 mice. 

18. Method for in vitro detection of the activation of 
T cells by at least one compound containing a T- 
cell epitope according to any of claims 1-4, which 
comprises the following steps: 

a) stimulation of cells using at least one said 
compound; 

b) addition of at least one target cell presenting 
a T-cell epitope according to any of claims 1-4 
or a complex according to any of claims 15-17, 
and 

c) determination of T-cell activation. 

19. Method according to claim 18, characterized in 
that it comprises, after step a), the following 
additional step a' ) : 



a' ) coculturing of the cells for approx. 12 days, 
in particular at least 5 days, with: 



THIS PAGE BUNK lusno) 




- 34 - 



(i) at least one target cell loaded with a 
compound according to any of claims 5-8, 
at least one complex according to any of 
claims 15-17, at least one capsomer, at 
least one stable capsomer, at least one 
VLP, at least one CVLP, and/or at least 
one virus, 

(ii) at least one complex according to any of 

claims 15-17, 

(iii) and/or at least one target cell 
presenting a T-cell epitope according to 
any of claims 1-4, 

prior to step b) . 

20. Method for producing a target cell according to 
any of claims 11, 13, 14, 18 or 19, characterized 
in that the target cell is incubated with at least 
one compound according to any of claims 5-8 and/or 
at least one complex according to any of claims 
15-17 containing a T-cell epitope according to any 
of claims 5-8 . 

21. Method for producing a target cell according to 
any of claims 11, 12, 14, 18 or 19, characterized 
in that the target cells is transfected, 
transformed and/or infected with a nucleic acid 
according to claim 9 and/or a vector according to 
claim 10. 

22. Method for producing a target cell according to 
claim 20 or 21, characterized in that the target 
cell is a B cell, a macrophage, a dendritic cell, 
an embryonic cell, a fibroblast, a B16F10, a B6, a 
C3, an EL4, a RMA or a RMA-S cell. 
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23. Method according to claim 18 or 19, characterized 
in that instead of step a) the following step a") 
is carried out: 

a" ) production and preparation of samples 
containing T cells and subsequent culturing. 

24. Assay system for in vitro detection of the 
activation of T cells, comprising: 



a) at least one T-cell epitope according to any 
of claims 1-4 at least one compound according 
to any of claims 5-8, at least one vector 
according to claim 10, at least one cell 
according to any of claims 11-14, and/or at 
least one complex according to any of claims 
15-17, and 



b) effector cells of the immune system, 
preferably T cells, in particular cytotoxic T 
cells or T helper cells. 

25. Use of at least one T-cell epitope according to 
any of claims 1-4 at least one compound according 
to any of claims 5-8, at least one vector 
according to claim 10, at least one cell according 
to any of claims 11-14, and/or at least one 
complex according to any of claims 15-17 for 
causing or detecting an immune response. 



26. Medicament or diagnostic agent, comprising at 
least one compound according to any of claims 5-8, 
at least one vector according to claim 10, at 
least one cell according to any of claims 11-14, 
and/or at least one complex according to any of 
claims 15-17 and, if necessary, a pharmaceutically 
acceptable carrier . 
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27. Medicament or diagnostic agent according to claim 
26, characterized in that at least one compound 
according to any of claims 5-8, at least one 
vector according to claim 10, at least one cell 
according to any of claims 11-14, and/or at least 
one complex according to any of claims 15-17 is 
present in solution, bound to a solid matrix 
and/or mixed with an adjuvant. 
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